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AP alkalische Phosphatase 
ASAT Aspartataminotransferase 
BMI Body Mass Index 
CD cluster of differentiation 
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FoxP3 forkhead box protein P3 
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gGT Gammaglutamyltransferase 
HCC Hepatozelluläres Karzinom 
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HLA humane Leukozyten-Antigene 
IS Immunsuppression 
iTreg induzierte Treg-Zellen 
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mTOR mammalian (mechanistic) target of rapamycin complex 1  
n Anzahl 
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NF-kappaB nuclear factor-kappa B 
NFAT nuclear factor of activated T cells 
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RUNX1 runt-related transcription factor 1 
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TGF-β transforming growth factor beta 
Treg regulatorische T-Zelle(n) 
TSDR Treg-specific demethylated region 
TX Transplantat 
U Unit (Enzymeinheit) 
UpM Umdrehungen pro Minute 
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Hintergrund: Organtransplantierte Patienten benötigen regelhaft eine 
immunsuppressive Dauertherapie. Es zeigte sich jedoch, dass einige Patienten im 
Langzeitverlauf nach Lebertransplantation auch komplett auf diese verzichten können, 
ohne dass es zu Abstoßungsreaktionen kommt. Bisher existieren keine hinreichend 
validierten Biomarker zur Identifizierung dieser „operational toleranten“ Patienten. 
Epigenetische Modifikationen der „Treg-specific demethylated region“ (TSDR) im 
Foxp3-Genlocus von CD4+ T-Zellen stellten sich in anderen Arbeiten als 
vielversprechend heraus. Ziel dieser Arbeit war es, charakteristische Besonderheiten 
operational toleranter Patienten zu identifizieren und zudem Hinweisen nachzugehen, 
dass ein komplettes Absetzen der Immunsuppression durch subklinische 
Entzündungsprozesse den Zustand des Transplantats beeinträchtigen kann. 
 
Methodik: Die vorliegende Arbeit untersuchte innerhalb der Berliner Kohorte 
operational tolerante Patienten (TOL) im Vergleich zu Patienten mit stabiler 
Transplantatfunktion unter immunsuppressiver Therapie einer minimalen Dosierung 
(MIN), einer Standard-Dosierung (ST) und einer hohen Dosierung (HD) sowie zu nicht 
toleranten Patienten, die eine späte Rejektion zeigten (REJ). Alle Patienten erhielten 
eine orthotope post mortem Lebertransplantation vor mindestens fünf Jahren. Es 
erfolgte die Erhebung allgemeiner klinischer, histologischer, sonografischer und 
laborchemischer Parameter sowie die experimentelle Bestimmung der Frequenz an 
„stabilen“ regulatorischen CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR als potenzieller 
Marker im peripheren Blut. 
 
Ergebnisse: Die Studienkohorte umfasste 61 Patienten (8 TOL, 12 MIN, 28 ST, 7 HD, 
6 REJ). Die TOL-Gruppe neigte häufiger zur Thrombozytopenie und zeigte im Vergleich 
zu der ST-Gruppe (191 (63-406) /nl) statistisch signifikant weniger Thrombozyten (134 
(43-216) /nl; p = 0,044). Bei der TOL-Gruppe war eine Tendenz zu einer erhöhten 
Frequenz an CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR (4,8 (2,9-15,1) %; p = 0,539) 
erkennbar. Unter allen Patienten zeigten diejenigen der MIN-Gruppe die geringste 
histologische Inflammationsausprägung (p = 0,039). Außerdem fielen die Patienten der 
MIN-Gruppe (ASAT: 27 (18-38) U/l, ALAT: 19 (10-33) U/l) und der ST-Gruppe (ASAT: 
26 (10-63) U/l, ALAT: 19 (11-70) U/l) durch die geringsten Transaminasenaktivitäten im 
Serum auf, während die Patienten der TOL-Gruppe höhere ASAT-Werte (35 (23-48) 
U/l; versus MIN: p = 0,072 bzw. versus ST: p = 0,084) und auch höhere ALAT-Werte 
(29 (14-50) U/l; versus MIN: p = 0,212 bzw. versus ST: p = 0,388) aufwiesen. 
 
Schlussfolgerung: Die erhobenen Daten der Transaminasenaktivität und 
histologischen Inflammation deuten darauf hin, dass eine minimale Dosis dem 
vollständigen Absetzen im Hinblick auf den Transplantatzustand überlegen sein könnte. 









Background: Patients with organ transplants regularly require lifelong 
immunosuppressive therapy. However, it has been shown that in the long term some 
liver transplant patients can withdraw their immunosuppression without any rejection. To 
date, there are no sufficiently validated biomarkers to identify these "operationally 
tolerant" patients. Epigenetic modifications of the "Treg-specific demethylated region" 
(TSDR) in the Foxp3 gene locus of CD4+ T cells have proved promising in other studies. 
The aim of this work was to identify characteristic features that are associated with 
operational tolerance and to examine if a complete cessation of immunosuppression 
can impair the condition of the transplant by subclinical inflammatory processes. 
 
Methods: The present study investigated within the Berlin cohort operationally tolerant 
patients (TOL) in comparison to patients with stable graft function under 
immunosuppressive therapy of minimal dose (MIN), standard dose (ST), and high dose 
(HD) as well as to non-tolerant patients showing late rejection (REJ). All patients 
received orthotopic post mortem liver transplantation at least five years ago. General 
clinical as well as histological, sonographic and laboratory parameters were assessed 
and the frequency of "stable" regulatory CD4+ T cells with TSDR-demethylation was 
determined experimentally as a potential marker in peripheral blood. 
 
Results: The study cohort included 61 patients (8 TOL; 12 MIN; 28 ST; 7 HD; 6 REJ). 
The TOL group was more prone to thrombocytopenia and showed statistically 
significant lower platelet counts (134 (43-216) /nl; p = 0.044) compared to the ST group 
(191 (63-406) /nl). The TOL group presented a tendency towards an increased 
frequency of CD4+ T cells with demethylated TSDR (4.8 (2.9-15.1) %; p = 0.539). Out of 
all groups, the MIN group showed the lowest histological inflammation rate (p = 0.039). 
In addition, patients in the MIN group (ASAT: 27 (18-38) U/l, ALAT: 19 (10-33) U/l) and 
the ST group (ASAT: 26 (10-63) U/l, ALAT: 19 (11-70) U/l) showed the lowest serum 
transaminase activity, while patients in the TOL group showed higher ASAT values (35 
(23-48) U/l; p = 0.072 versus MIN and p = 0.084 versus ST) and also higher ALAT 
values (29 (14-50) U/l; p = 0.212 versus MIN and p = 0.388 versus ST). 
 
Conclusion: The data collected suggest that a minimum dose may be superior to 
complete weaning with respect to the graft status measured by transaminase activity 
and histological inflammation. However, further studies on larger cohorts are necessary 












1.1 Die Lebertransplantation (LTX) 
Die Leber ist das zentrale Organ des menschlichen Stoffwechsels und leistet eine 
überlebenswichtige Funktion in Synthese, Metabolisierung und Entgiftung von 
Proteinen, Nährstoffen und wesentlichen Blutbestandteilen. Aus diesem Grund ist ein 
Leben ohne hinreichende Leberfunktion auf Dauer nicht möglich. Je nach Schweregrad 
und Verlauf einer Leberfunktionsstörung kommt es zu verschiedenen Symptomen wie 
beispielsweise Aszites, Ikterus, Gerinnungsstörungen bis hin zum hepatischen Koma 
[1].  
Das chronische irreversible Organversagen entsteht in der überwiegenden Zahl der 
Fälle in einem schleichend progredienten Prozess und stellt das Endstadium 
verschiedener Lebererkrankungen dar. Zu den häufigsten Ursachen zählen in 
Deutschland die viralen Hepatitiden B und C sowie die alkoholische und nicht-
alkoholische Steatohepatitis [1, 2]. Daneben kann, vor allem durch eine Paracetamol-
Intoxikation oder virale Hepatitis, ein akutes Organversagen entstehen. Ein kleinerer 
Teil der Organtransplantationen begründet sich durch angeborene Fehlbildungen und 
Stoffwechselstörungen [2, 3]. Unter bestimmten Bedingungen stellen auch bösartige 
Neubildungen der intrahepatischen Gallenwege oder der Leber, wie hepatozelluläre 
Karzinome (HCC) innerhalb der Mailand-Kriterien, eine Indikation zur 
Lebertransplantation dar [2, 3]. 
Es gibt verschiedene extrakorporale Leberersatzverfahren, die jedoch nur einen Teil der 
Leberfunktion kompensieren und auch nur limitiert angewendet werden können. Bei 
einer irreversiblen Leberinsuffizienz ist die LTX die einzige kurative Behandlungsoption. 
Doch impliziert diese andererseits auch eine Reihe von postoperativen Komplikationen 
und Risiken. Neben chirurgisch-technischen und perioperativen Komplikationen sowie 
einer Rekurrenz der Grunderkrankungen sind in der frühen Phase sowie im 
Langzeitverlauf vor allem immunologische Komplikationen von eminenter Bedeutung. 
 
1.2 Immunologische Komplikationen 
Das Immunsystem schützt den Organismus vor Infektionen und der Entartung 
körpereigener Zellen. Dazu bedarf es der Differenzierung zwischen eigenen und 





mit einem komplexen Erkennungs- und Signaltransduktionssystem zahlreicher 
Immunzellen und Immunfaktoren interagieren [4]. 
Den wesentlichen Anteil der LTX machen Allotransplantationen aus, bei denen eine 
Übertragung zwischen zwei Menschen stattfindet, die sich genetisch unterscheiden [3, 
4]. Dadurch wird das Immunsystem des Empfängers naturgemäß mit körperfremden 
Genmerkmalen des Donors konfrontiert, indem sich die Oberflächenmerkmale eines 
Allotransplantats von denen der körpereigenen Zellen unterscheiden. Darauf reagieren 
die Immunzellen des Empfängers je nach Ausprägung der Inkompatibilität und 
immunologischen Potenz mit einer entzündlichen Reaktion unterschiedlicher Intensität 
gegen die Zellen des Lebertransplantats. Diese Reaktion bezeichnet man als 
Transplantatabstoßung oder Rejektion [3, 4]. 
Insbesondere zwei Antigentypen tragen eine relevante Rolle für Rejektionen. Zum 
einen sind das die Blutgruppenantigene des AB0-Systems, welche sich neben den 
Blutzellen auch auf allen übrigen Körperzellen befinden. Zum anderen sind es die 
humanen Leukozyten-Antigene (HLA). Dabei handelt es sich um zwei Klassen von 
Glykoproteinen, die in den äußeren Zellmembranen verankert sind und durch die Gene 
des „major histocompatibility complex“ (MHC) codiert werden [4]. Das HLA-Klasse-I-
Molekül, welches zelleigene Antigene präsentiert, wird durch alle kernhaltigen 
Körperzellen und damit auch durch Leberzellen exprimiert. Das HLA-Klasse-II-Molekül 
kommt auf antigenpräsentierenden Zellen vor, die darüber phagozytierte Antigene 
zeigen [4]. Die individuelle Expression verschiedener MHC-Genorte und  
-Allele bewirkt eine spezifische Signatur der Zellen, die fast wie ein Fingerabdruck 
zwischen den meisten Menschen variiert [4]. 
Man unterscheidet nach ihrer Genese drei Klassen von Rejektionen: die hyperakute, 
die akute und die chronische Rejektion. Die hyperakute Rejektion tritt ausschließlich 
unmittelbar nach Transplantation auf und ist dank des präoperativen Testens auf 
präformierte Antikörper heute selten geworden [5, 6]. Im Langzeitverlauf sind es vor 










Tabelle 1: Häufigkeiten und klinische Präsentation der Rejektionen im Langzeitverlauf nach 
Lebertransplantation (LTX) 
Rejektion Häufigkeit Zeitpunkt Klinische Präsentation 
Akut 
 
20 bis 40 % der 
Patienten [7] 
in den ersten drei 
Wochen nach LTX oder 
durch inadäquate 
Immunsuppression auch 
im Langzeitverlauf [5] 
akutes Organversagen mit einem Anstieg 
der Leberenzyme, jedoch selten 
eindeutige klinische Symptome, 
möglicherweise Fieber, 
Oberbauchschmerz und allgemeines 
Krankheitsempfinden  [5, 10, 11] 
Chronisch 
 
etwa 5 % der 
Patienten [8, 11] 
Monate bis Jahre nach 
LTX [9, 11] 
schleichender Funktionsverlust mit 
zunehmender Cholestase und 
entsprechenden Laborwerten [8, 12] 
 
Pathophysiologisch leisten sowohl bei der akuten als auch chronischen Rejektion 
alloreaktive T-Zellen einen wesentlichen Beitrag der Immunantwort des Empfängers auf 
ein Allotransplantat [4]. Ihre Aktivierung kann über zwei verschiedene Mechanismen 
erfolgen. Einerseits ist es die direkte Allogenerkennung, welche auf 
antigenpräsentierenden Zellen des Spenders beruht, die mit dem Organ transplantiert 
worden sind. Sie präsentieren ihre allogenen HLA-Strukturen in den sekundären 
lymphatischen Organen und können so passende (alloreaktive) naive T-Zellen des 
Empfängers zu T-Effektorzellen (Teff) aktivieren. Dabei erkennen die CD4+ T-Zellen 
Moleküle der HLA-Klasse-II, während den CD8+ T-Zellen Moleküle der HLA-Klasse-I 
angeboten werden [4, 13, 14]. Andererseits findet eine indirekte Allogenerkennung statt. 
Hierbei nehmen antigenpräsentierende Zellen des Empfängers, etwa durch die Lyse 
einer Spenderzelle, allogene HLA-Proteine auf und bieten diese als Peptid-Antigene mit 
körpereigenen HLA-Rezeptoren den T-Zellen an [4, 13, 14]. 
Neben zellulären Mechanismen gibt es auch Hinweise auf die zusätzliche Bedeutung 
donorspezifischer Antikörper (DSA) für die Genese der akuten sowie chronischen 
Rejektion [15-18]. Dabei können insbesondere DSA der Klasse II in Zusammenhang mit 
einem höheren Risiko für Abstoßungsreaktionen gebracht werden, wobei die zu Grunde 
liegenden Mechanismen noch unzureichend untersucht sind [19, 20]. 
Im Fall der akuten Rejektion kommt es infolge der Immunreaktion zu einem Angriff und 
Untergang von Lebertransplantatzellen [4, 21]. Vor dem Hintergrund der 
gegensätzlichen Behandlungsziele ist differenzialdiagnostisch zur akuten Rejektion die 
Entzündung im Rahmen einer akuten oder exazerbierten Virusinfektion auszuschließen 





histopathologische Beurteilung. Charakteristische Zeichen sind ein gemischtzelliges 
portales Infiltrat, das nach Banff-Klassifikation graduiert wird (Tabelle 2), sowie eine 
Gallenwegsinflammation und ein entzündliches Infiltrat des Endothels der Portalvenen 
[7, 22, 23]. 
 
Tabelle 2: Bestimmung des Rejektionsgrades nach Banff-Schema [22] 
Beurteilung Histologischer Befund 
Fraglich portale Infiltrate, die unzureichend einer akuten Rejektion entsprechen 
Mild Infiltrate in wenigen Portalfeldern, intakte Grenzlamellen 
Mäßig  Infiltrate in den meisten bis allen Portalfeldern, intakte Grenzlamellen 
Schwer Infiltrate affektieren alle Portalfelder und greifen auf Leberläppchen über 
(Grenzflächenhepatitis) sowie perivenuläre Hepatozytennekrose 
 
Im Fall der chronischen Rejektion führt die Aktivierung alloreaktiver T-Zellen zu einer 
chronischen Entzündung der Gallenwegs- und Gefäßendothelien, die im Verlauf zu 
einer irreversiblen Fibrose des Transplantats führt. Während klinisch nur sehr diskret 
ein schleichend-progredienter Verlust der Transplantatfunktion auffallen kann, zeigen 
sich histopathologisch charakteristischerweise eine obliterative Arteriopathie, ein 
Verlust der kleinen Gallengänge und eine Duktopenie in der Mehrheit der Portalfelder 
sowie eine Fibrosierung bis zur irreversiblen Zirrhose [8, 9, 24, 25]. 
 
1.3 Immunsuppression nach LTX 
Um das Risiko einer akuten und chronischen Rejektion zu minimieren, benötigt im 
Allgemeinen jeder transplantierte Patient lebenslang eine kontinuierliche 
Immunsuppression. Diese Erkenntnis und die Verfügbarkeit entsprechender 
Substanzen begleiteten die Transplantationsmedizin jedoch nicht von Beginn an.  
Als in der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts, katalysiert durch den Ersten und Zweiten 
Weltkrieg, gehäuft der Versuch unternommen wurde, Organe zwischen verschiedenen 
Menschen zu übertragen, stellten sich noch regelhaft frustrane Verläufe ein [26]. 1943 
konnten Gibson und Medawar grundlegende Mechanismen der Rejektion näher 
beschreiben und im Jahr 1958 identifizierte Jean Dausset die ersten humanen 
Histompatibilitätsantigene, wofür er später den Nobelpreis für Medizin erhielt [27, 28]. 
Es kristallisierte sich immer mehr heraus, dass der Fallstrick der 
Transplantationsmedizin nicht in chirurgischen oder technischen Hindernissen lag, die 





immunologischen Problematik der Rejektion und es entwickelte sich ein Verständnis für 
den Bedarf einer immunsuppressiven Therapie. Doch die Auswahl verfügbarer 
therapeutischer Optionen war zunächst überschaubar. 1959 transplantierte Murray eine 
Niere zwischen zweieiigen Zwillingen mit unterschiedlichem Erbgut und konnte mit Hilfe 
von Kortison und Ganzkörperbestrahlung die erste erfolgreiche Allotransplantation 
publizieren [26, 29]. 
Seither verbesserte sich die immunsupprimierende Therapie. Das Angebot wurde um 
eine Reihe potenter und nebenwirkungsärmerer Medikamente erweitert. Insbesondere 
die Einführung des Cyclosporins als erstes selektives Immunsuppressivum in den 70er-
Jahren und nachfolgend des Tacrolimus in den 80er-Jahren trugen maßgeblich dazu 
bei, dass sich die LTX zu einer etablierten Behandlungsmethode entwickelte [26, 30, 
31] und tragen noch heute dazu bei, dass die 1-Jahres-Überlebensraten bei > 80 % und 
3-Jahres-Überlebensraten bei ca. 75 % liegen [32]. 
Da die Rejektionsneigung mit zunehmendem Transplantatalter sinkt, werden drei 
zeitliche Phasen nach der Transplantation unterschieden. In der intra- bzw. unmittelbar 
postoperativen Phase bedarf es einer hoch dosierten Immunsuppression, um eine frühe 
Rejektion zu vermeiden. Wenige Monate nach der Transplantation kann diese in der 
Regel zunehmend auf das Niveau der langfristigen Erhaltungstherapie gesenkt werden, 
die auf die Vermeidung einer späten akuten sowie chronischen Rejektion abzielt [30]. 
Die Wahl der Kombination und Dosis der Immunsuppressiva folgt allgemeinen 
Empfehlungen, unterscheidet sich aber zentrumspezifisch und wird vor allem im 
Langzeitverlauf nach individuellem Bedarf in Abhängigkeit des Transplantat- und 
Patientenalters, der Art der Grunderkrankung, der Nierenfunktion, der Art der 
Kombinationstherapie sowie von Biopsiebefunden und Hinweisen auf eine Rejektion 
angepasst [30]. 
Die wesentliche Säule der immunsuppressiven Langzeittherapie bilden nach wie vor die 
Calcineurininhibitoren (CNI) [30, 33]. Aufgrund individueller Überlegungen des 
Risikoprofils und hinsichtlich der Minimierung auftretender Nebenwirkungen oder 
Komplikationen wird eine reduzierte Dosis der CNI oft mit Mycophenolatmofetil (MMF) 
oder einem „mammalian target of rapamycin complex 1“ (mTOR)-Inhibitor kombiniert 
[34-38]. Glucocorticoide (GC) gehören zu den ältesten und bis heute eingesetzten 
Immunsuppressiva. Aufgrund ihrer eher unspezifischen Wirkung und einem erheblichen 
Nebenwirkungsspektrum werden sie jedoch für die Prophylaxe einer Rejektion im 





1.3.1 Wirkungen und Nebenwirkungen der Immunsuppression 
Auch die modernen Medikamente haben unerwünschte Begleitwirkungen. Da die 
erfreulicherweise gestiegenen Überlebenszeiten eine kumulative Exposition bedingen, 
rücken die immunsuppressiven Komplikationen des Langzeitverlaufs verstärkt in den 
Vordergrund [35, 44]. 
Die Einnahme höher dosierter Immunsuppressiva in den ersten Monaten nach 
Transplantation geht im Allgemeinen mit einer erhöhten Infektionsneigung einher [45, 
46]. Da eine Hemmung der T-Zell-vermittelten Rejektion zugleich zu einer Hemmung 
der T-Zell-vermittelten Abwehr von Pathogenen führt, treten gehäuft opportunistische 
Infektionen durch Bakterien, Pilze, Protozoen oder Viren auf [45, 47]. Sobald im 
Langzeitverlauf die immunsuppressive Therapie reduziert werden kann, sinkt die 
Inzidenz opportunistischer Infektionen [45, 47, 48]. Gleichwohl können beispielsweise 
ein Herpes Zoster, eine virale Hepatitis und allgemeine ambulant erworbene Infektionen 
im Unterschied zur Normalbevölkerung einen schwereren Verlauf nehmen [6, 10, 35]. 
Weiterhin zeigten mehrere Studien, dass mit kumulierter Dauer und Intensität einer 
therapeutischen Immunsuppression das Risiko für verschiedene maligne Tumore steigt 
[49-53]. Gegenüber der Normalbevölkerung besteht für Patienten unter 
Immunsuppression ein 2,6- bis 4,3-faches Risiko der de-novo Entstehung eines 
malignen Tumors [49, 52, 53], wobei Non-Hodkin-Lymphome und Hauttumore wie 
Plattenepithelkarzinome sowie Kaposi-Sarkome am Häufigsten beobachtet wurden [49, 
52-54]. 
Zu der gehäuften Entstehung maligner Tumore tragen zweierlei Mechanismen bei. Zum 
einen besitzt das Immunsystem nicht nur eine Funktion für die Pathogenabwehr, 
sondern auch eine tragende Rolle bei der Erkennung und Beseitigung entarteter 
Körperzellen. Zum anderen geht das zuvor genannte erhöhte Infektionsrisiko auch mit 
einer höheren Inzidenz onkogener Viren wie bestimmter Herpes- oder humaner 
Papillomaviren einher, wodurch gehäuft assoziierte maligne Erkrankungen auftreten 
[51]. Beispiele hierfür sind das Epstein-Barr-Virus-assoziierte Auftreten der „post-
transplant lymphoproliferative disorder“ (PTLD) sowie das Humane-Herpesvirus-8-
assoziierte Kaposi-Sarkom, das in einer Studie gegenüber der Normalbevölkerung eine 
mehr als 100-fache Steigerung der Inzidenz zeigte [51]. 
Das Spektrum der Nebenwirkungen immunsuppressiver Therapeutika umfasst neben 





weitere substanzklassenabhängige Nebenwirkungen, die für die gängigsten 
Immunsuppressiva im Folgenden ausgeführt werden.  
 
1.3.1.1 Calcineurininhibitoren 
Zu den CNI gehören die beiden Wirkstoffe Tacrolimus (FK506) und Cyclosporin A 
(CyA). Sie hemmen durch eine Komplexbildung mit FKBP12 (im Fall von FK506) bzw. 
Cyclophilin (im Fall von CyA) im Zytoplasma von T-Zellen die Serinphosphatase 
Calcineurin. Dadurch wird die Signaltransduktion des T-Zellrezeptors zum 
Transkriptionsfaktor „nuclear factor of activated T cells“ (NFAT) unterbrochen, was die 
Transkription von Interleukin-2 inhibiert und folglich die T-Zellproliferation minimiert, 
welche von Interleukin-2 abhängig ist [4, 30]. 
Dosisabhängige Nebenwirkungen umfassen in den meisten Fällen eine erhebliche 
Nephrotoxizität, Tremor, Kopfschmerzen sowie die Entwicklung einer arteriellen 
Hypertonie, Hyperlipidämie und diabetischen Stoffwechsellage [30, 55-59]. 
Insbesondere die CNI-assoziierte Nephropathie betrifft einen erheblichen Anteil von 
etwa 20 % der Patienten fünf Jahre nach LTX, wie Sharma et al. und Ojo et al. zeigten 
[57, 58]. Im Fall von nicht beherrschbaren Nebenwirkungen lässt sich die Dosis der CNI 
reduzieren, indem die Medikation um ein weiteres Immunsuppressivum ergänzt wird. 
Vordergründig sind dies Mycophenolat und die mTOR-Inhibitoren, doch auch diese 
Substanzen gehen mit beträchtlichen Nebenwirkungen einher [34-38]. 
 
1.3.1.2 Mycophenolat  
Verschiedene Darreichungsformen dieser Substanzgruppe umfassen MMF und 
„enteric-coated mycophenolate sodium“ (EC-MPS). Beide stellen Prodrugs dar, die im 
Organismus zum aktiven Metaboliten Mycophenolsäure aktiviert werden [60]. Diese 
bewirkt in Lymphozyten eine nicht-kompetitive Hemmung des Schlüsselenzyms der  
de-novo-Synthese des Purinnukleotiden Guanosinmonophosphat, die 
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase. Da die sich schnell teilenden Lymphozyten auf 
diese zur Nukleinsäuresynthese angewiesen sind, wird so die Lymphozytenproliferation 
inhibiert [60, 61]. 
Zu den häufigen Nebenwirkungen gehören Übelkeit, Erbrechen, Diarrhö oder 





Thrombozytopenie [11, 61-64]. Zudem besitzt Mycophenolsäure eine hohe 
Teratogenität, die eine Anwendung bei Frauen im gebärfähigen Alter einschränkt [65]. 
 
1.3.1.3 mTOR-Inhibitoren 
Wie die CNI hemmen auch die mTOR-Inhibitoren Everolimus und Sirolimus die 
Signaltransduktion des T-Zellrezeptors und damit die Interleukin-2-abhängige T-
Zellproliferation. Sie erreichen dies, indem die Kinase mTOR in T-Lymphozyten inhibiert 
und damit der Zellzyklus arretiert wird [66, 67]. Der antiproliferative Effekt der mTOR-
Inhibitoren wirkt im Gegensatz zu anderen immunsuppressiven Substanzklassen 
zudem protektiv auf die Malignomentstehung, sodass eine Kombination aus CNI und 
mTOR-Inhibitor bei lebertransplantierten Patienten mit HCC bevorzugt Anwendung 
findet [68-70]. 
Die häufigsten dosisabhängigen Nebenwirkungen der mTOR-Inhibitoren sind 
Nephrotoxizität, Myelosuppression, Hyperlipidämie, arterielle Hypertonie, periphere 
Ödeme, das Neuauftreten eines Diabetes mellitus sowie eine verzögerte Wundheilung 
[5, 30, 71]. 
 
1.3.2 Gleichgewicht zwischen Rejektion und Nebenwirkungen der 
Prophylaxe 
Aufgrund der zum Teil schweren Nebeneffekte kann die immunsuppressive Therapie im 
Langzeitverlauf die Morbidität und Mortalität des transplantierten Patienten wesentlich 
beeinflussen [5, 6, 10, 35]. Aus diesem Grund hat die Reduktion der Dosis und damit 
der immunsuppressionsassoziierten Nebenwirkungen hohe Priorität in der 
Nachbetreuung lebertransplantierter Patienten. Dabei ist das Austarieren der optimalen 
Dosis stets ein Balanceakt zwischen der Vermeidung einer Rejektion einerseits und der 
Vermeidung von unerwünschten Arzneimittelwirkungen sowie Toxizität der 
immunsuppressiven Medikation andererseits [67]. Zudem hat die Vermeidung einer 
unnötig hohen Dosis auch einen positiven ökonomischen Effekt, denn die 
Medikamentenkosten belaufen sich pro Patient und Jahr im Durchschnitt auf 10.000 bis 








1.4 Operationale Toleranz 
Das Dosis-Optimum unterscheidet sich interindividuell sehr. Es gibt Patienten, die nach 
der LTX lebenslang eine hohe Dosis benötigen, während einige Patienten im 
Langzeitverlauf komplett auf immunsuppressive Medikamente verzichten können, ohne 
dass es zu einer Rejektion kommt.  
 
Der Begriff „Immuntoleranz“ wird in der Transplantationsmedizin definiert durch die 
ausbleibende Reaktion des Immunsystems eines immunkompetenten 
Transplantatempfängers auf Antigene eines spezifischen Spenders, welche durch die 
Akzeptanz eines weiteren Organs des gleichen Spenders und Rejektion eines Organs 
eines Dritten nachgewiesen werden kann [14, 72-74]. Da diese Prüfung an Patienten 
nicht vertretbar ist, spricht man im klinischen Kontext stattdessen von der sogenannten 
„operationalen Toleranz“, wenn ein Transplantatempfänger ein allogenes Transplantat 
dauerhaft ohne Immunsuppression und mit stabiler Transplantatfunktion akzeptiert [14, 
74, 75]. 
Im Jahr 1993 wurde bei lebertransplantierten Patienten erstmals eine operationale 
Toleranz beschrieben, die infolge mangelnder Adhärenz beobachtet werden konnte 
[76]. Die Zusammenschau der neueren Absetzstudien legt nahe, dass ca. 20 bis 30 % 
der stabilen Patienten keinerlei Immunsuppression benötigen, ohne dass es zu 
Rejektionen kommt [10, 72, 77-83]. Allerdings handelte es sich entsprechend des Ziels 
eines vollständigen Absetzens jeweils um ein selektiertes Patientenkollektiv, das nicht 
die Gesamtpopulation der Lebertransplantierten darzustellen vermag, für die der Anteil 
vermutlich geringer ausfällt [14, 40, 84]. 
 
1.4.1 Bestimmung des Toleranzniveaus 
Obwohl die genauen Mechanismen des Phänomens der Toleranz noch nicht 
abschließend erklärt sind, konnten bisher einige klinische Charakteristika gezeigt 
werden, die mit der Toleranz assoziiert sind und daher gute Kandidaten für einen 
Absetzversuch (Weaning) kennzeichnen. Dazu gehören insbesondere die Zeit nach der 
Transplantation [10, 18, 73, 75, 84-87] sowie ein Patientenalter > 60 Jahre [10, 78, 85, 
88] oder ein höheres Alter bei Transplantation [75], das männliche Geschlecht [10, 83], 
wenige bis keine Rejektionen in der Vergangenheit [18, 75, 85, 86], das Fehlen von 
Autoimmunerkrankungen [18, 85, 86, 89-91], eine hohe Übereinstimmung der HLA-





der immunsuppressiven Therapie in den ersten Wochen nach Transplantation [85, 86], 
eine stabile Transplantatfunktion [85] und eine normale bis minimal inflammatorisch 
veränderte Leberhistologie [18, 90, 92]. 
 
Die bisher wenigen kontrollierten Weaningstudien untersuchten auf Grundlage dieser 
Einschlusskriterien jeweils einen lediglich kleinen Teil der Gesamtpopulation der 
Lebertransplantierten [14]. Dennoch konnte beobachtet werden, dass der 
überwiegende Teil der Patienten im Verlauf eines Weanings eine Rejektion erleidet. 
Daran zeigt sich, dass die Studien trotz der vorhandenen Selektionsparameter einer 
Trial-and-Error-Methode folgen. Zwar können die meisten Rejektionen folgenlos 
abgefangen werden, doch wurde in der Literatur auch von Patienten berichtet, bei 
denen die akute Rejektionsepisode zu einem Transplantatverlust führte [14, 75]. Es 
bleibt zudem nicht auszuschließen, dass das Transplantat nach einer überstandenen 
Rejektionsepisode einen dauerhaften subklinischen Schaden davonträgt [75, 93, 94]. 
 
Obwohl es zum Schlüsselforschungsfeld der letzten Jahre wurde, fehlen aktuell noch 
immer hinreichende Marker, die immuntolerante Patienten identifizieren und von 
solchen unterscheiden können, die keine Immuntoleranz entwickeln. 
Bei der Suche nach Charakteristika toleranter Patienten rückten besonders 
regulatorische T-Zellen in den Fokus der Forschung [5, 73, 95]. 
 
1.4.2 CD4+ CD25+ FoxP3+ regulatorische T-Zellen 
Unter den CD4+ Teff gibt es eine besondere Subpopulation, welche die Aktivität anderer 
Immunzellen, insbesondere konventioneller T-Zellen, hemmen kann und die 
entsprechend „regulatorische T-Zellen“ (Treg) genannt wird [4, 96]. Man unterscheidet 
verschiedene Gruppen der Treg, von denen besonders gut untersucht und klinisch 
relevant die CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg sind. Diese lassen sich wiederum nach ihrem 
Bildungsort in zwei Typen unterscheiden. Natürliche Treg (nTreg) entstehen im Thymus 
aus autoreaktiven T-Zellen [97, 98]. Induzierte Treg (iTreg) entstehen unter Einfluss von 
„transforming growth factor beta“ (TGF-β) in den sekundär lymphatischen Geweben aus 
naiven T-Zellen [66, 99]. 
Die Treg sind als supprimierende Gegenspieler wichtig für die Aufrechterhaltung der 
Immunhomöostase [100]. Eine Überfunktion der Treg ist möglicherweise an einem 





Treg kann Autoimmunkrankheiten oder bei organtransplantierten Patienten Rejektionen 
auslösen [96, 98, 101]. Die Hemmung der CD4+ CD25- T-Zellen, welche Rejektionen 
verursachen, macht die Quantifizierung der Treg zu einem potenziellen Marker zur 
Identifikation von operational toleranten Patienten. Im Mausmodell konnte gezeigt 
werden, dass Toleranz gegenüber allogenen Transplantaten abhängig von CD4+ CD25+ 
FoxP3+ Treg ist [102, 103]. Auch für nierentransplantierte Patienten [104-106] und 
lebertransplantierte Patienten [95, 107, 108] gibt es Hinweise, dass regulatorische CD4+ 
CD25+ T-Zellen einen Mechanismus der Organtoleranz darstellen und ihre Anzahl bei 
toleranten Patienten höher ausfällt. 
Zur Identifikation und Quantifizierung einer Zellpopulation eignen sich grundsätzlich 
spezifische Bestandteile oder Eigenschaften, die konstant exprimiert werden und als 
Marker verwendet werden können. Für die Treg wurden im Wesentlichen zwei 
phänotypische Besonderheiten beschrieben. Sie werden durch die Oberflächenmarker 
CD3, CD4, die alpha-Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors (CD25) und die niedrige 
Expression des Interleukin-7-Rezeptors (CD127) charakterisiert [97, 98, 109]. Leider 
werden diese Oberflächenmarker auch von aktivierten T-Zellen exprimiert, sodass sie 
sich nicht für eine genaue Quantifizierung der Treg eignen [110, 111]. Die zweite 
Besonderheit der Treg besteht in der Expression des Transkriptionsfaktors „forkhead 
box protein P3“ (FoxP3), der bis heute Gegenstand intensiver Forschung ist. 
 
1.4.3 Transkriptionsfaktor FoxP3 
Essenziell für die Entwicklung und Funktion der CD4+ CD25+ Treg ist der 
Transkriptionsfaktor FoxP3 [66, 101, 112]. Nur die stabile FoxP3-Expression sorgt für 
die supprimierende Funktion der Treg [105, 113-115].  
FoxP3 besitzt drei funktionell relevante Domänen. Eine C-terminale forkhead-Domäne, 
welche nach Homodimerisierung die Desoxyribonukleinsäure (DNS) im Zellkern zu 
binden vermag, um für ca. 700 bis 1400 Zielgene als Transkriptionsfaktor zu dienen und 
zusätzlich eine Zink-Finger- sowie eine Leucin-Zipper-Domäne, die weitere Zielgene 
durch die Interaktion mit anderen Cofaktoren wie NFAT, „runt-related transcription 
factor 1“ (RUNX1) oder „nuclear factor-kappa B“ (NF-kappaB) ansteuern [97, 112, 116, 
117]. Auf diese Weise aktiviert FoxP3 in den Treg die Expression antiinflammatorischer 
Gene und supprimiert die Expression proinflammatorischer Gene. Dies führt über eine 





Interferon-gamma sowie über direkten Zell-Zellkontakt zur Hemmung von Teff [66, 97, 
105, 112, 116]. 
FoxP3 ist nicht exklusiv bei Treg zu finden. Neben CD4+ CD25+ Treg exprimieren auch 
aktivierte nicht-regulatorische T-Zellen und in geringerem Maße auch andere Zellen wie 
invariante natürliche Killerzellen, CD11b+ F4/80+ CD68+ Makrophagen oder Tumorzellen 
transient FoxP3 [97, 101, 110, 117].  
 
1.4.4 Epigenetische Regulierung der TSDR von FoxP3 
Um den wechselnden Anforderungen des Immunsystems gerecht zu werden, muss die 
Expression von FoxP3 different reguliert werden. Dies geschieht auf allen Ebenen vom 
Gen bis zum fertigen Protein [97]. Posttranslationale Proteinmodifikationen in Form von 
Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und posttranskriptionelle Modifikationen 
der FoxP3-mRNS durch alternatives Splicing, transkriptionelle Modifikationen in Form 
von Wechselwirkungen mit Cofaktoren und Signalkaskaden sowie in besonderem Maße 
epigenetische Modifikationen regulieren die Expression und erzeugen Genprodukte mit 
verschiedenen Spezifikationen [97]. 
Die Epigenetik befasst sich mit Mechanismen, die durch eine Veränderung der DNS-
Kondensation die Genexpression beeinflussen, ohne in die Basensequenz der DNS 
einzugreifen [118, 119]. Epigenetische Modifikationen basieren auf Deacetylierungen 
von Histonen oder der Verknüpfung einer Methylgruppe mit Cytosinbasen der DNS an 
Cytosin-Guanin-Dinukleotiden (CpG), die gehäuft in sogenannten CpG-Inseln 
regulatorischer Regionen vorkommen [118-120].  
Der Methylierungsstatus scheint die Schlüsselrolle für die Expression des FoxP3-Gens 
einzunehmen [110, 115, 121]. Eine solche Methylierung hemmt die Expression von 
FoxP3. Eine Demethylierung fördert die Expression des Gens [115, 118, 119, 121]. 
Katalysiert durch spezifische DNS-Methyltransferasen (DNMT) kann Cytosin an der  
5-Position methyliert vice versa durch spezifische Demethylasen wie einen Komplex der 
„ten-eleven translocation“ Demethylase (TET) demethyliert und so die Genaktivität 






Abbildung 1: Methylierungsreaktion.  
Methylierung des Cytosins durch DNS-Methyltransferasen (DNMT) 
und Demethylierung des 5-Methyl-Cytosins durch die „ten-eleven 
translocation“ Demethylase (TET) (modifiziert nach [123]). 
 
Das FoxP3-Gen besteht strukturell aus elf codierenden und drei nicht-codierenden 
Exons [97, 117]. Letztere sind entscheidend für die Expression des Gens, denn sie 
dienen der Bindung von Transkriptionsfaktoren. Der zweiten dieser nicht-codierenden 
Sequenzen kommt zudem eine besondere Bedeutung zu. Sie beinhaltet CpG-Motive, 
die durch Methylierung eine epigenetische Modifikation erfahren können [97]. Diese 
Region, die auch „Treg cell-specific demethylated region“ (TSDR) genannt wird, liegt 
bei nTreg nahezu vollständig demethyliert vor und resultiert in einer stabilen Expression 
von FoxP3 in nTreg [110, 121]. Baron et al. konnten zeigen, dass diese  
hochgradige Demethylierung spezifisch für nTreg ist. Dagegen besitzen iTreg nur eine 
partielle Demethylierung und andere Zellen wie die nicht-regulatorischen Teff, die nach 
Aktivierung auch transient FoxP3 exprimieren, allenfalls eine geringe Demethylierung 
der TSDR [101, 110]. Daraus lässt sich die Hypothese ableiten, dass sich 
lebertransplantierte Patienten mit operationaler Toleranz und eventuell Patienten mit 
minimaler Immunsuppression durch einen erhöhten Anteil der CD4+ Zellen mit einer 
Demethylierung der TSDR identifizieren und von solchen unterscheiden lassen, die 
keine Immuntoleranz entwickelt haben und eine normale oder sogar starke 
Immunsuppression benötigen.  
 
1.5 Zielsetzung und Fragestellung 
Bisher konnte eine erste Studie von Revilla-Nuin et al. lediglich an einer spanischen 
Kohorte lebertransplantierter Patienten bestätigen, dass solche mit fehlender Toleranz, 
die zuvor durch einen Absetzversuch identifiziert wurden, im Vergleich zu den 





Daten zur Demethylierung der TSDR an stabilen lebertransplantierten Patienten unter 
immunsuppressiver Therapie wurden bisher nicht veröffentlicht. Diese könnten 
potenziell Aufschluss darüber geben, ob bestimmte Patienten den Toleranten ähneln 
und somit gute Kandidaten für ein Weaning im Langzeitverlauf wären, ob Patienten mit 
niedrig dosierter Immunsuppression Ähnlichkeiten zu den toleranten Patienten bei 
gleich wenig Toxizität aufweisen oder ob es Anzeichen für ein Transplantatschaden bei 
komplettem Absetzen gibt.  
Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede der klinischen Patientendaten und des 
Transplantatzustandes sowie die Frequenz der CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR 
im Foxp3-Genlocus in Abhängigkeit der Immuntoleranz zu untersuchen, um eine 
unnütze Exposition gegenüber immunsuppressiven Medikamenten durch die 
frühzeitige, bedarfsadaptierte und individuelle Bewertung des Risikos für eine Rejektion 
zu vermeiden. 
 
Gegenstand der vorliegenden Studie waren folgende konkrete Fragen: 
1) Welche klinischen Besonderheiten besitzt die Berliner Kohorte an operational 
toleranten Patienten? Sind operational tolerante Patienten älter und weisen 
andere Grunderkrankungen auf?  
2) Ist die Berliner Kohorte durch eine erhöhte Frequenz an CD4+ T-Zellen mit 
demethylierter TSDR gekennzeichnet?  
3) Weisen Patienten mit minimaler Immunsuppression auch Charakteristika 
operational toleranter Patienten auf?  
4) Gibt es Anzeichen dafür, dass eine minimale Immunsuppression sicherer als 
















2.1 Allgemeines Studiendesign und Einschlusskriterien 
Für die vorliegende Studie wurden alle lebertransplantierten Patienten mit einem 
Nachsorgetermin in der Ambulanz Campus Virchow Klinikum der Charité - 
Universitätsmedizin Berlin zu einem wöchentlichen Stichtag im Zeitraum vom 4. Januar 
2018 bis 5. Dezember 2018 gemäß der Ein- und Ausschlusskriterien evaluiert und in 
chronologischer Reihenfolge prospektiv eingeschlossen, wenn folgende 
Einschlusskriterien erfüllt waren: Mindestalter 18 Jahre, orthotope post mortem LTX und 
Mindestabstand nach Transplantation fünf Jahre. Ausgeschlossen wurden Patienten mit 
der zusätzlichen Transplantation eines weiteren Organs sowie Patienten, die eine oder 
mehrere der folgenden Erkrankungen aufwiesen: autoimmun-bedingte 
Lebererkrankungen, autoimmune Systemerkrankungen, angeborene oder erworbene 
Immundefekte, lymphatische Erkrankungen wie eine PTLD.  
Alle Patienten wurden über die Zielsetzung sowie den Umfang der Studie aufgeklärt 
und willigten schriftlich in die Verarbeitung ihrer personenbezogenen Daten sowie 
Blutproben ein. Es erfolgte eine biometrische Fallzahlplanung und die Studie wurde 
durch die Ethikkommission der Charité befürwortet (EA2/127/17). Die Satzung der 
Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis und die Deklaration von Helsinki 
wurden gewahrt.  
 
2.2 Einteilung in Studiengruppen 
Für die Untersuchung der Fragestellungen wurde die Studienpopulation auf Grundlage 
der Dosis ihrer immunsuppressiven Therapie sowie unter Berücksichtigung einer 














Tabelle 3: Definition der Studiengruppen 






























> 6 Monate 
ohne IS, 
keine akute 




















3 - 5 
 





















+ / - 
GC - - + / - + / - + / - 
TX = Transplantat, IS = Immunsuppression, LTX = Lebertransplantation, FK506 = Tacrolimusspiegel (ng / 
ml) gemittelt über die letzten sechs Monate, CyA = Spiegel des Cyclosporins A (ng / ml) gemittelt über die 
letzten 6 Monate, EVR = Everolimusspiegel (ng / ml) gemittelt über die letzten sechs Monate, MMF = 
Methyl-Mycofenolat (g/die) gemittelt über die letzten 6 Monate, GC = Glucocorticoide, * = aufgrund 
Grundlage der klinischen Einschätzung sowie ggf. früherer Rejektionsepisoden. 
 
2.3 Patientencharakteristika 
Mit Einschluss des/der Patienten/in wurden zunächst folgende klinische Daten aus der 
elektronischen Patientenakte erhoben:  
- allgemeine Patienten- und Transplantatcharakteristika: Geburtsdatum bzw. Alter 
(Jahre), Geschlecht, Datum der Transplantation bzw. Alter bei der 
Transplantation (Jahre) und Alter des Transplantats (Jahre) definiert als 
Zeitabstand zwischen Transplantation und Studieneinschluss,  
- Hintergrund der Transplantation: Notwendigkeit einer Retransplantation, 
Vorhandensein eines HCC vor Transplantation, ätiologische Grunderkrankung 
aufgeteilt in vier Gruppen (nutritiv-toxisch inklusive alkohol-toxisch, 
Virushepatitiden B oder C, angeboren, kryptogen), 
- Komorbiditäten:  
o Body Mass Index (BMI) berechnet nach der Formel BMI = Körpergewicht 





o Vorhandensein eines Diabetes mellitus und Notwendigkeit einer 
Insulinsubstitution, 
o Vorhandensein diagnostizierter Lungenerkrankungen (Asthma, chronisch 
obstruktive Lungenkrankheit) sowie Herz-Kreislauferkrankungen (arterielle 
Hypertonie, Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkt, 
apoplektischer Insult, periphere arterielle Verschlusskrankheit), 
- die Zeit ohne immunsuppressive Therapie (Jahre und Monate) für die operational 
toleranten Patienten sowie die immunsuppressive Medikation der letzten sechs 
Monate mit Erfassung des Medikamententyps, der MMF-Dosis [g/die] bzw. des 
aktuellen Blutspiegels von CNI (ng/ml) und mTOR-Inhibitoren (ng/ml) als 
Talspiegel, abgenommen im steady state, 
- Rejektionshistorie: Anzahl vor Studienbeginn durchgemachter 
Rejektionsepisoden mit der Differenzierung von Rejektionen innerhalb des ersten 
Jahres und nach dem ersten Jahr post transplantationem, 
- Befund der letzten sonografischen Untersuchung der Leber: Qualität der 
Transplantatdurchblutung, vorliegende Stenosen, Resistance-Index (RI) der  
A. hepatica nach der Formel RI = (systolische Spitzengeschwindigkeit - mittlere 
systolische Geschwindigkeit) / systolische Spitzengeschwindigkeit sowie die 
maximale Flussgeschwindigkeit (Vmax) der Venae portae (cm/s);  
in Anlehnung an Girometti et al. sowie Chopra et al. für den RI der Bereich 0,5 
bis 0,75 und für die Vmax < 80 cm/s als Normwerte [124, 125], 
- Befund der letzten, maximal zehn Jahre zurückliegenden Routinebiopsie des 
Lebertransplantats außerhalb klinischer Rejektionsepisoden mit Erfassung des 
Fibrosestadiums und des Inflammationsgrades gemäß der Klassifikation nach 














Tabelle 4: Desmet-Scheuer Score der Inflammation (modifiziert nach Schirmacher et al.[25]) 
Grad Histologische Ausprägung der Entzündung 
0 keine entzündliche Infiltration 
1 geringe portale Entzündungszellinfiltration, keine oder minimale azinäre 
Parenchymzelluntergänge oder Entzündungszellinfiltrate, keine Grenzzonenhepatitis  
2 geringe bis mäßige portale Entzündungszellinfiltration, geringe, fokale Grenzzonenhepatitis, 
einzelne parenchymatöse Einzelzellnekrosen, keine Gruppennekrosen 
3 mäßige bis schwere portale Entzündungszellinfiltration, erhebliche Grenzzonenhepatitis, 
zahlreiche azinäre Einzelzellnekrosen, evtl. einzelne Gruppennekrosen, keine 
Brückennekrosen oder panlobulären Nekrosen  
4 schwere portale Entzündungszellinfiltration und Grenzzonenhepatitis, schwere azinäre 
Entzündung mit Gruppennekrosen und evtl. Brückennekrosen oder panlobulären Nekrosen 
 
 
Tabelle 5: Desmet-Scheuer Score der Fibrose (modifiziert nach Schirmacher et al.[25]) 
Stadium Histologische Ausprägung der Fibrose 
0 keine Fibrose 
1 portale Faservermehrung, keine Septenbildung  
2 inkomplette oder komplette portoportale Fasersepten bei erhaltener Architektur 
3 septenbildende Faservermehrung mit Architekturstörung, ohne Anhalt für einen kompletten 
zirrhotischen Umbau  
4 Zirrhose mit diffusem, vollständigen und irreversiblem Parenchymumbau, 
Bindegewebssepten ersetzen benachbarte Lobuli, Regeneratknötchen 
 
2.4 Blutentnahme  
Die venösen Patientenproben wurden im Rahmen der routinemäßigen Nachkontrollen 
in der Lebertransplantationsambulanz Campus Virchow Klinikum der Charité - 
Universitätsmedizin Berlin abgenommen. Die laborchemischen, klinischen 
Routineparameter wurden durch das Labor Berlin analysiert. Für die experimentelle 
Fragestellung wurden zusätzlich 5 ml venöses EDTA-Blut gewonnen. Dieses wurde 
pseudonymisiert etikettiert und im Anschluss innerhalb von maximal vier Stunden bei  
-20 °C eingefroren, um die Proben später zeitgleich zu analysieren. 
 
2.5 Laborchemische Routineparameter 
Im Rahmen der Kontrolluntersuchungen wurden folgende Werte durch das Labor Berlin 
standardmäßig bestimmt und für die aufgeführte Analyse beurteilt: Hämoglobin (g/dl), 





Lymphozytenzahl (pro nl), Granulozytenzahl (pro nl), CD4+ Zellen (pro nl), CD3+ Zellen 
(pro nl), CD8+ Zellen (pro nl), C-reaktives Protein (CRP in mg/l), die geschätzte 
glomuläre Filtrationsrate (eGFR) nach der CKD-EPI-Formel (ml/min/1.73m2), welche 
angelehnt an die Klassifikation der chronischen Niereninsuffizienz [126] in fünf 
Kategorien der Nierenfunktion ausgedrückt wurde (Tabelle 6) sowie die Leberwerte: 
Aspartataminotransferase (ASAT in U/l), Alaninaminotransferase (ALAT in U/l), 
Gammaglutamyltransferase (gGT in U/l), Alkalische Phosphatase (AP in U/l), 











2.6 Experimentelle Bestimmung der relativen FoxP3-TSDR-
Demethylierung 
Im Rahmen der Fragestellung sollte weiterhin der Einfluss der epigenetischen 
Modifizierung des FoxP3-Gens im TSDR-Locus auf die Immuntoleranz untersucht 
werden. Dazu erfolgte die Quantifizierung der nTreg durch Messung der FoxP3-TSDR-
Demethylierung mittels Real Time PCR im Labor des Instituts für medizinische 
Immunologie der Charité - Universitätsmedizin Berlin (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Sawitzki). 
 
2.6.1 Materialien 
QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland) 
EpiTect Bisulfite Kit  QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland) 
Ethanol absolut  
steriles deionisiertes Wasser (dest. Wasser) 
Tabelle 6: Klassifikation der Nierenfunktion nach eGFR 
Kategorie eGFR (ml/min/1.73 m2) 
G1 ≥ 90 
G2 60 - 89 
G3 30 - 45 
G4 15 - 29 





Proteinase K QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland) 
FastStart Universal Probe Master 
(ROX) 
Roche Applied Science (Mannheim, 
Deutschland) 
lambda-DNS New England Biolaps (Frankfurt, 
Deutschland) 
Primer MSP1 und Sonde q776nm 
FAM-BHQ1 (nicht-methylierte 
Variante) 
Epiontis (Berlin, Deutschland) 
Primer MSP1m und Sonde q776m 
VIC-BHQ1 (methylierte Variante) 
Epiontis (Berlin, Deutschland) 
  
Microzentrifuge 5415R Eppendorf AG (Hamburg, 
Deutschland) 
Nanodrop UV Spektrofotometer Thermo Fisher Scientific Inc. 
(Waltham, USA) 
SpeedVac Eppendorf AG (Hamburg, 
Deutschland) 
7500 Real-Time PCR System 
(TaqMan) und 7500 Software v2.3 
Life Technologies Ltd. (Carlsbad, USA)  
peqSTAR 96 universal (Thermocycler) peqlab Biotechnologie GmbH 
(Erlangen, Deutschland) 
 
2.6.2 Isolierung der DNS 
Unter Verwendung des „QIAamp DNA Mini Kits“ wurde die DNS durch eine spezielle 
Silicamembran, welche sich durch eine reversible Bindung von DNS auszeichnet, 
effektiv isoliert. 
Nach dem Auftauen der Blutproben wurden jeweils 400 µl EDTA-Blut in 1,5 ml 
Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und nacheinander mit der Protease und dem 
Lyse-Puffer versetzt. Die Inkubationszeit der enzymatischen Lyse betrug 10 Minuten bei  
56 °C, während der die Zellbestandteile inklusive der DNS freigesetzt wurden. Nach 
dem Zusetzen von 400 µl Ethanol, wurden die Proben in Aufreinigungssäulen (QIAamp 
Spin Column) überführt, die eine spezielle Silicamembran enthielten. Diese Membran 





für eine Minute mit einer Geschwindigkeit von 16.100 x g (13.200 UpM) durch und 
wurde verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit 500 µl des Puffers AW1 und im 
Anschluss 500 µl des Puffers AW2, um restliche Moleküle von der Membran zu 
entfernen, bis ausschließlich die DNS gebunden vorlag. Mit 50 µl destilliertem Wasser 
wurde die DNS eluiert. Um möglichst keine Rest-DNS mit der Membran zu verwerfen, 
wurde das Eluat ein zweites Mal auf die Membran pipettiert und zentrifugiert. 
Anschließend lag die isolierte DNS in 50 µl Lösung vor. Die enthaltene DNS-
Konzentration wurde mit dem Nanodrop UV-Spektrofotometer bestimmt. Bei 
Konzentrationen von < 50 ng/µl wurden die Proben mit einer Vakuum-Zentrifuge 
(SpeedVac) für 15 Minuten auf ca. 25 µl konzentriert, um für jede Probe eine 
ausreichende Menge für die nachfolgende Bisulfitierungsreaktion verwenden zu 
können.  
 
2.6.3 Bisulfitierung der isolierten DNS 
Zur Differenzierung des Methylierungszustandes der CpG-Inseln in der TSDR wurde 
die Bisulfitierungsmethode angewendet, mit der unmethylierte Cytosinbasen in 
Uracilbasen umgewandelt wurden, während die methylierten Cytosinbasen unverändert 
blieben [127, 128]. Nach Denaturierung der DNS bei 95 °C wurden dazu die 
unmethylisierten Cytosinbasen in Anwesenheit von Natriumbisulfit (NaHSO3) am C6-
Atom sulfoniert und anschließend am C4-Atom zu Uracilsulfonat desaminiert, um 




Abbildung 2: Bisulfitierungsreaktion (modifiziert nach [127, 129]). 
 
Auf diese Weise wurde der Unterschied des Methylierungsstatus in einen 
Sequenzunterschied gewandelt, der sich in einem nächsten Schritt durch eine 





Unter Verwendung des „EpiTect Bisulfite Kits“ setzte sich der Reaktionsansatz aus  
20 µl DNS-Eluat + 85 µl Bisulfit-Mix + 35 µl DNS-Protection Puffer zusammen und 
ergab jeweils 140 µl Lösung. Die Sulfonierung und Desaminierung der denaturierten 
DNS fand im Thermocycler nach dem in Tabelle 7 dargestellten Protokoll statt. 
 
Tabelle 7: Bisulfitierungs-Protokoll im Thermocycler 
 Dauer Temperatur 
Denaturierung 5 Minuten 95 °C 
Inkubation 25 Minuten 60 °C 
Denaturierung 5 Minuten 95 °C 
Inkubation 85 Minuten 60 °C 
Denaturierung 5 Minuten 95 °C 
Inkubation 175 Minuten 60 °C 
Halten unbestimmt 20 °C 
 
Anschließend wurde die bisulfitierte DNS für die Desulfonierung umgepuffert, erneut 
unter Verwendung einer Silicamembran gereinigt und isoliert. Zu dem bisulfitierten 
Produkt wurden 560µl Puffer BL zugefügt. Das Gemisch wurde auf eine EpiTect-
Spinsäule pipettiert, anschließend für eine Minute bei 16.100 x g (13.200 UpM) 
zentrifugiert und das Eluat verworfen. In einem ersten Waschschritt wurden 500 µl des 
Waschpuffers BW auf die Säule gegeben, diese für eine Minute bei 16.100 x g (13.200 
UpM) zentrifugiert und das durchgelaufene Eluat verworfen. Anschließend wurden  
500 µl des Desulfonationspuffers BD auf die Membran gegeben und der Deckel für eine 
15-minütige Inkubationszeit geschlossen. Nach Zentrifugation für eine Minute bei 
16.100 x g (13.200 UpM) wurde das durchgelaufene Eluat erneut verworfen. Hiernach 
wurde der Waschschritt mit Waschpuffer BW zweimal wiederholt. Die EpiTect-
Spinsäulen wurden in neue 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße umgesetzt und 4 
Minuten bei 16.100 x g (13.200 UpM) zentrifugiert, anschließend wieder in neue 1,5 ml 
Eppendorf-Reaktionsgefäße umgesetzt und mit geöffnetem Deckel für 5 Minuten bei  
56 °C inkubiert, um Reste des Eluats möglichst vollständig zu entfernen. Zur Elution der 
DNS von der Membran wurden zunächst 25 µl des Puffers EB aufgebracht und bei 
16.100 x g (13.200 UpM) zentrifugiert, um diesen Schritt mit 12 µl Elutionspuffer EB 






2.6.4 Quantifizierung des Demethylierungsstatus 
In diesem letzten Schritt erfolgte die quantitative Detektion der methylierten 
(unverändert Cytosin) und der nicht-methylierten Variante (nach Bisulfitierung 
Uracilbasen tragend) der TSDR durch eine Real Time PCR mit jeweils sequenz-
spezifischen Primern und Sonden. Die verwendeten DNS-Sonden besaßen eine zur 
jeweiligen Zielsequenz komplementäre Basenabfolge sowie am 5’ Ende einen 
fluoreszierenden Reporter und am 3’ Ende einen Quencher, der in räumlicher Nähe 
zum Reporter mittels Förster-Resonanz-Energietransfer das Fluoreszenzsignal 
unterdrückte [130]. 
Während der PCR wurden wiederholt Denaturierungsphasen bei 95 °C und 
Amplifizierungsphasen bei 61 °C durchlaufen. Sofern die jeweilige Zielsequenz 
vorhanden war, synthetisierte die Taq-Polymerase ausgehend vom 5’ Ende des 
gebundenen Primers einen komplementären DNS-Strang. Im Verlauf traf sie auf jene 
Zielsequenz, an welche bereits die Sonde gebunden hat. Unter Einsatz der 
Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase wurde die Sonde segmental hydrolisiert, 
sodass der Reporter und der Quencher voneinander getrennt wurden und frei in der 
Lösung vorlagen. Das charakteristische Signal des Reporters konnte nun nicht mehr 
durch den Quencher unterdrückt werden und wurde proportional zur Anzahl 
entstehender PCR-Produkte detektiert. Mit jedem Zyklus stieg die Gesamtkonzentration 
freier Reporter exponentiell und damit die Stärke des Signals, das nach jedem 










Um Pipettierungenauigkeiten auszugleichen, wurden jeweils eine Dreifachbestimmung 
der nicht-methylierten Variante, eine Zweifachbestimmung der methylierten Variante 
sowie jeweils eine Doppelbestimmung für die Standardkurvenpunkte durchgeführt. 
Tabelle 8: Teilvolumina des Reaktionsansatzes 
der Real Time PCR 
Gesamter Reaktionsansatz 20 µl 
DNS   6 µl 
Lambda DNS (50 ng/µl)   2 µl 
Primer (30 pmol/µl)   1 µl 
Sonde (30 pmol/µl)   1 µl 





Letztere wurden durch Standardproben bekannter Konzentration erzeugt, die mit 
12.500, 2.500, 500, 100 und 20 enthaltenen Kopien eine Verdünnungsreihe bildeten 
und bei jedem Versuchsdurchgang mitliefen. 
Im TaqMan durchliefen die Proben eine initiale Denaturierungsphase von 10 Minuten 
bei 95 °C und anschließend 50 Zyklen mit je 15 Sekunden bei 95 °C und 60 Sekunden 
bei 61 °C. Die Anzahl der Zyklen, nach denen die Signalstärke das erste Mal einen 
vorgegebenen Wert oberhalb des Grundrauschens (threshold) übersteigt, wird „Cycle 
threshold“ (Ct-Wert) genannt. Dieser wurde manuell gesetzt und die Dreifach- bzw. 
Zweifach-Ct-Werte wurden gemittelt. Je höher die Anzahl amplifizierter DNS-Fragmente 
pro Zyklus liegt, desto rascher wird die entsprechende Signalstärke erreicht, sodass 
sich der Ct-Wert antiproportional zur Anzahl der Zielsequenz in der untersuchten DNS 
verhält. Aus der logarithmischen Korrelation der ermittelten Standard-Ct-Werte mit den 
zugehörigen Standard-Konzentrationen konnte eine Standardfunktion abgeleitet 
werden, mit der sich aus den Ct-Werten aller Proben die Anzahl der methylierten bzw. 
nicht-methylierten Zielsequenzen genau quantifizieren ließ. Die ermittelte Kopienzahl 
der nicht-methylierten Variante wurde mit der Gesamtanzahl aus methylierter und nicht-
methylierter Variante ins Verhältnis gesetzt, um den prozentualen Anteil der nicht-
methylierten DNS zur Gesamt-DNS zu erhalten. Für weibliche Patienten musste die 
errechnete Demethylierungsrate verdoppelt werden, da sich das FoxP3-Gen auf dem 
X-Chromosom befindet und bei Frauen ein X-Chromosom durch vollständige 
Methylierung inaktiviert vorliegt [131]. Da nur CD4+ T-Zellen FoxP3 exprimieren können, 
wurde der ermittelte Prozentwert auf die Anzahl der CD4+ Zellen im Blut bezogen, um 
die Frequenz an CD4+ FoxP3+ regulatorischen T-Zellen zu ermitteln.  
 
2.7 Datenanalyse und statistische Methoden 
Unterschiede zwischen den Studiengruppen wurden für quantitative Variablen mit dem 
Kruskal-Wallis-Test und für qualitative Variablen mit dem Chi-Quadrat-Test auf 
signifikante Unterschiede geprüft. Vergleiche der operational toleranten Gruppe mit 
jeweils einer der anderen Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgeführt 
(zweiseitige asymptomatische Signifikanz). Dabei wurde zur Anpassung des 
Alpharisikos bei multiplem Testen die Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni 
angewendet. Zur Überprüfung eines linearen Zusammenhangs wurden 





Signifikanzniveau von 0,05 festgesetzt, um zu entscheiden, ob ein Unterschied 
statistisch signifikant ist. Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm SPSS 
(Statistical Package for the Social Sciences, 2016, Version 24, IBM, Chicago, USA) 
durchgeführt. Chemische Strukturformeln wurden mit dem Programm ChemDraw 



































Es konnten 66 Patienten rekrutiert werden. Von diesen mussten fünf Patienten 
ausgeschlossen werden, da bei einem der Patienten eine Autoimmunerkrankung, bei 
drei der Patienten ein Posttransplantationslymphom identifiziert werden konnte und 
einer der Patienten ein Lebertransplantat als Leberlebendspende erhielt. Die übrigen 61 
Patienten, die in die Studie eingeschlossen werden konnten, teilten sich auf die vorab 




















3.2 Klinische Parameter 
3.2.1 Demografische und therapeutische Parameter 
Innerhalb der TOL-Gruppe lag die kürzeste Zeit seit dem Absetzen der 
Immunsuppression bei 6,3 Monaten, die längste Zeit bei 174 Monaten und im Median 
Abbildung 3: Aufteilung der Studienpopulation auf die Studiengruppen.  
PTLD = post-transplant lymphoproliferative disorder, IS = Immunsuppression,  
TOL = operational tolerante Patienten, MIN = Patienten mit minimaler IS,  
ST = Patienten mit Standard-Dosis einer IS, HD = Patienten mit hoher Dosis einer 





betrug sie 17,6 Monate. Aus der REJ-Gruppe erhielten zwei Patienten vor der 
Blutgewinnung eine Urbanosonstoßtherapie.  
Hinsichtlich der demografischen und therapeutischen Parameter zeigten sich keine 
signifikanten Unterschiede der fünf Gruppen mit Ausnahme des Zeitabstands zwischen 
Transplantation und Studieneinschluss (p = 0,018) sowie der verwendeten 
Immunsuppressionsschemata (p < 0,001).  
 
Die Patienten der REJ-Gruppe wurden im Median vor 7,6 Jahren (6,4-14,6 Jahre) 
transplantiert und zeigten damit den geringsten Zeitabstand nach Transplantation aller 
Gruppen (Abbildung 4). Insbesondere gegenüber der TOL-Gruppe mit einem medianen 
Alter von 17,1 Jahren (7,7-26,2 Jahre) zeigte sich eine Tendenz zu einem kürzeren 
Zeitabstand (p = 0,080). Darüber hinaus unterschieden sich die Patienten der TOL-
Gruppe weder signifikant von denen der ST-Gruppe (15,7 (8,9-29,2) Jahre; p > 0,999) 
noch der MIN-Gruppe (12,5 (5,9-28,8) Jahre; p > 0,999) oder der HD-Gruppe  













Hinsichtlich des Lebensalters der Patienten (p = 0,838) und des Alters bei der 
Transplantation (p = 0,073) zeigte sich zwischen den fünf Gruppen kein signifikanter 
Unterschied. Dennoch fällt auf, dass die Patienten der REJ-Gruppe zu den Ältesten der 
Kohorte gehörten (66 (59,9-70,8) Jahre) und in einem höheren Alter transplantiert 
worden sind (56,7 (52,1-62,8) Jahre), während die Patienten der TOL-Gruppe zum 
Abbildung 4: Zeitabstand zwischen Transplantation und 





Studienzeitpunkt (61,7 (28,7-75,0) Jahre) und zum Zeitpunkt der Transplantation  















Bezüglich des Vorhandenseins eines HCC vor Transplantation zeigte sich im Vergleich 
aller Gruppen kein signifikanter Unterschied (p = 0,072). Die Patienten der REJ-Gruppe 
wiesen im Vergleich zu denen der TOL-Gruppe häufiger, aber nicht signifikant, ein HCC 
auf (66,7 % versus 25,0 %; p = 0,532). Die TOL-Gruppe unterschied sich hinsichtlich 
des Vorhandenseins eines HCC darüber hinaus weder signifikant von der ST-Gruppe 
(14,3 %; p > 0,999) noch der MIN-Gruppe (16,7 %; p > 0,999) oder der HD-Gruppe 
(14,3 %; p > 0,999).  
 
Der Retransplantationsstatus zeigte im Vergleich aller Gruppen keinen signifikanten 
Unterschied (p = 0,074). Die Patienten der REJ-Gruppe wurden im Vergleich zu den 
Patienten der TOL-Gruppe, wenn auch nicht signifikant, deutlich häufiger 
retransplantiert (33,3 % versus 0 %; p = 0,356). Die TOL-Gruppe unterschied sich 
hinsichtlich des Retransplantationsstatus weder signifikant von der ST-Gruppe (3,6 %;  
p > 0,999) noch der MIN-Gruppe (8,3 %; p > 0,999) oder der HD-Gruppe (0 %;  
p > 0,999). 
 
Die Verteilungen der übrigen demografischen und therapeutischen Charakteristika aller 
fünf Gruppen sind in der Tabelle 9 zusammengefasst.  





Tabelle 9: Demografische und therapeutische Daten 
 Gesamt 
(n = 61) 
TOL 
(n = 8) 
MIN 
(n = 12) 
ST 
(n = 28) 
HD 
(n = 7) 
REJ 















































































































HCC 13 (21,3) 2 (25,0) 2 (16,7) 4 (14,3) 1 (14,3) 4 (66,7) 0,072 




CNI + MMF 
CNI + mTOR-I 
MMF mono 
CNI+MMF+GC 

















































































































































































Alle metrischen Daten werden als Median (Minimum-Maximum) und alle nominalen Daten werden als 
absolute Zahlen (prozentualer Anteil) angegeben, p-Werte für den Vergleich aller Studiengruppen 
angegeben, signifikante Ergebnisse mit * gekennzeichnet, 1 in Jahren, 2 in kg pro Quadratmeter,  
LTX = Lebertransplantation, HCC = hepatozelluläres Karzinom, IS = Immunsuppression,  
CNI = Calcineurininhibitoren, MMF = Mycophenolat Mofetil, mTOR-I = mammalian target of rapamycin 






Von insgesamt 20 retrospektiv registrierten Rejektionsepisoden vor Studieneinschluss 
konnten die meisten histologisch gesichert werden. Lediglich für vier 
Rejektionsepisoden von Patienten der ST-Gruppe fand sich keine histologische 
Sicherung. Die entsprechenden Daten zeigt Tabelle 10. 
 
Tabelle 10: Anzahl der Rejektionsepisoden 
Alle Daten werden als absolute Zahlen (prozentualer Anteil) angegeben, p-Werte für den Vergleich aller 
Studiengruppen angegeben, n = Anzahl der Patienten. 
 
Die Patienten der REJ-Gruppe durchliefen in der Vorgeschichte der Studie mehr 
Rejektionsepisoden als die Patienten der anderen Gruppen. Im Vergleich aller Gruppen 
zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,451). Auch im Vergleich der 
TOL-Gruppe zur REJ-Gruppe ergab dieser Unterschied keine Signifikanz (p = 0,900).  
 
Bei der Differenzierung früher Rejektionen im ersten Jahr und Rejektionsepisoden im 
Langzeitverlauf zeigten sich tendenziell differierende Werte im Vergleich aller Gruppen 
(p = 0,083), wobei die Patienten der REJ-Gruppe im ersten Jahr nach Transplantation 
die höchsten Rejektionsraten und die Patienten der MIN-Gruppe die geringste 
Rejektionsrate aufwiesen (Abbildung 6). Die Patienten der TOL-Gruppe unterschieden 
sich hinsichtlich der Anzahl an Rejektionsepisoden im ersten Jahr nach Transplantation 
weder signifikant von denen der MIN-Gruppe (p = 0,884) noch der ST-Gruppe  







(n = 61) 
TOL 
(n = 8) 
MIN 
(n = 12) 
ST 
(n = 28) 
HD 
(n = 7) 
REJ 




















































































3.2.3 Sonografische Befunde 
Keiner der untersuchten Patienten zeigt in den retrospektiv betrachteten Routine-
sonografien eine beeinträchtigte Transplantatdurchblutung oder eine Gefäßstenose. 
Der Widerstandsindex der Arteria hepatica zeigte tendenziell höhere Werte in der  
ST-Gruppe, ohne eine statistische Signifikanz aufzuweisen (p = 0,312). Die maximalen 
Flussgeschwindigkeiten der Vena portae unterschieden zwischen den fünf Gruppen 
zwar signifikant (p = 0,026), jedoch befanden sich sämtliche Werte des 
Patientenkollektivs im Bereich der Normwerte (Tabelle 11). 
 
Tabelle 11: Resistance-Index (RI) der Arteria hepatica und maximale Flussgeschwindigkeit (Vmax) der 
Vena portae 
 Gesamt 
(n = 61) 
TOL 
(n = 8) 
MIN 
(n = 12) 
ST 
(n = 28) 
HD 
(n = 7) 
REJ 
(n = 6) 
p-Wert 
RI der 




























normwertig1 37 (48,3) 7 (87,5) 8 (66,7) 13 (46,4) 5 (83,3) 4 (66,7) 0,367 
Vmax der 




























normwertig2 61 (100) 8 (100) 12 (100) 28 (100) 7 (100) 6 (100)   
Alle metrischen Daten werden als Median (Minimum-Maximum) und die Normwertigkeit als absolute 
Zahlen (prozentualer Anteil) angegeben, p-Werte für den Vergleich aller Studiengruppen angegeben, 
signifikante Ergebnisse mit * gekennzeichnet, n.v. = nicht vorhandene Daten, n = Anzahl der Patienten, 
Normwerte: 1 0,5-0,75, 2 < 80 cm/s. 
Abbildung 6: Anzahl der Rejektionsepisoden im ersten Jahr nach 





3.2.4 Histologische Befunde 
Von insgesamt 89 % der Patienten existierten Biopsiebefunde. Die entsprechenden 
Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefasst.  
  
 
Der Inflammationsgrad nach Desmet und Scheuer unterschied sich signifikant zwischen 
den fünf Gruppen (p = 0,039). Dabei zeigten unter allen Patienten diejenigen der MIN-













Tabelle 12: Histologische Befunde 
Alle nominalen Daten werden als absolute Zahlen (prozentualer Anteil) und alle metrischen Daten 
werden als Median (Minimum-Maximum) angegeben, p-Werte für den Vergleich aller Studiengruppen 
angegeben, signifikante Ergebnisse mit * gekennzeichnet, n.v. = nicht vorhandene Daten, n = Anzahl der 
Patienten. 
 Gesamt 
(n = 61) 
TOL 
(n = 8) 
MIN 
(n = 12) 
ST 
(n = 28) 
HD 
(n = 7) 
REJ 




























































































































Abbildung 7: Inflammationsgrad des Transplantats nach Desmet 





Die Patienten der TOL-Gruppe zeigten keinen signifikanten Unterschied der 
Inflammation im direkten Vergleich zu denen der anderen vier Gruppen (versus MIN-
Gruppe p > 0,999, versus ST-Gruppe p > 0,999, versus HD-Gruppe p > 0,999, versus 
REJ-Gruppe p = 0,428).  
 
Hinsichtlich des Fibrosestadiums zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich 
der fünf Gruppen auf (p = 0,565, Abbildung 8). Die Patienten der MIN-Gruppe wiesen 
hinsichtlich der Fibrosierung des Transplantats vergleichbare Werte wie operational 
tolerante Patienten auf (p > 0,999). Die Patienten der TOL-Gruppe unterschieden sich 

















3.2.5 Klinische Laborwerte 
Die Zahl der Thrombozyten im peripheren Blut zeigte im Vergleich aller fünf Gruppen 
weder absolut gemessen (p = 0,070, Abbildung 9) noch hinsichtlich der Normwertigkeit 
(p = 0,051) einen statistisch signifikanten Unterschied. Jedoch neigten Patienten der 
TOL-Gruppe im Vergleich zu denen anderer Gruppen häufiger zur Thrombozytopenie 
(62,5 %). Insbesondere im direkten Vergleich der TOL-Gruppe (134 (43-216) pro nl) mit 
der ST-Gruppe (191 (63-406) pro nl) zeigten sich statistisch signifikant weniger 
Thrombozyten bei Patienten der TOL-Gruppe (p = 0,044). Die Patienten der TOL-
Abbildung 8: Fibrosestadium des Transplantats nach Desmet und 





Gruppe unterschieden sich darüber hinaus weder signifikant von denen der MIN-
Gruppe (173 (122-355) pro nl; p = 0,360) noch der HD-Gruppe (150 (101-298) pro nl;  















Die Zahl der Lymphozyten im peripheren Blut zeigte keinen statistisch signifikanten 
Unterschied im Vergleich aller Gruppen (p = 0,080). Es war jedoch eine Tendenz zu 
höheren Werten der Patienten der TOL-Gruppe (2,12 (0,99-2,46) pro nl) zu erkennen, 
während sich die Werte der übrigen Patienten im Bereich des unteren Normwertes 
bewegten (Abbildung 10). Insbesondere zeigten die Patienten der TOL-Gruppe eine 
Tendenz zu höheren Leukozytenzahlen im Vergleich zu denen der ST-Gruppe  
(1,21 (0,42-4,13) pro nl; p = 0,060). Die Patienten der TOL-Gruppe unterschieden sich 
darüber hinaus weder signifikant von denen der MIN-Gruppe (1,39 (0,83-2,93) pro nl;  
p = 0,432) noch der HD-Gruppe (1,53 (0,88-2,32) pro nl; p > 0,568) oder der REJ-
Gruppe (1,36 (0,77-1,71) pro nl; p = 0,344). 
Unter Berücksichtigung des Normbereiches zeigte sich ein signifikanter Unterschied 
zwischen allen Gruppen (p = 0,014). Signifikant mehr Patienten der TOL-Gruppe  
(85,7 %) wiesen im Vergleich zur ST-Gruppe (18,5 %) eine Lymphozytenzahl im 
Normbereich auf (p = 0,004). Hinsichtlich normwertiger Lymphozytenzahlen unterschied 
sich die TOL-Gruppe hingegen nicht signifikant von der MIN-Gruppe (33,3 %;  
p = 0,128), der HD-Gruppe (57,1 %; p > 0,999) oder der REJ-Gruppe (33,3 %;  
p = 0,344). 
Abbildung 9: Absolute Thrombozytenzahl (p = 0,070). 


















Die Zahl der Granulozyten zeigte einen signifikanten Unterschied im Vergleich aller fünf 
Gruppen (p = 0,038). Dabei unterschieden sich die Patienten der TOL-Gruppe (3,67 
(2,54-4,87) pro nl) signifikant von den Patienten der REJ-Gruppe (5,66 (3,77-8,77) pro 
nl; p = 0,040). Die Patienten der TOL-Gruppe unterschieden sich darüber hinaus weder 
signifikant von denen der MIN-Gruppe (4,72 (2,07-7,99) pro nl; p = 0,540) noch der ST-
Gruppe (4,41 (1,61-7,81) pro nl; p = 0,692) oder der HD-Gruppe (2,80 (2,00-6,08) pro 
nl; p > 0,999). Die Betrachtung der stabilen Patienten unter Immunsuppression (MIN, 
ST, HD) zeigte folgenden Trend: Je höher die Immunsuppressionsdosis, desto niedriger 












Abbildung 11: Absolute Granulozytenzahl (p = 0,038).  
Horizontale Linien markieren den Normbereich. 
Abbildung 10: Absolute Lymphozytenzahl (p = 0,080).  





Die absolute Zahl der CD3+ Zellen im peripheren Blut zeigte einen signifikanten 
Unterschied im Vergleich aller Gruppen (p = 0,018). Dabei wiesen die Patienten der 
TOL-Gruppe (1,55 (0,75-1,97) pro nl) im Median höhere Werte auf als die übrigen 
Gruppen, deren Median jeweils im Bereich des unteren Normwertes lag (Abbildung 12). 
Die Patienten der TOL-Gruppe unterschieden sich signifikant von den Patienten der ST-
Gruppe (0,83 (0,13-1,92) pro nl; p = 0,016), jedoch nicht signifikant von denen der MIN-
Gruppe (1,06 (0,70-2,39) pro nl; p = 0,308), der HD-Gruppe (0,97 (0,70-1,63) pro nl;  
















Die absolute Zahl der CD8+ Zellen im peripheren Blut zeigte einen signifikanten 
Unterschied im Vergleich aller fünf Gruppen (p = 0,039, Abbildung 13). Die Patienten 
der TOL-Gruppe (0,70 (0,32-0,96) pro nl) unterschieden sich signifikant von den 
Patienten der ST-Gruppe (0,34 (0,04-0,77) pro nl; p = 0,012), jedoch nicht signifikant 
von denen der MIN-Gruppe (0,37 (0,18-0,82) pro nl; p = 0,184), der HD-Gruppe (0,36 





Abbildung 12: Absolute Zahl der CD3+ Zellen im peripheren Blut 
(p = 0,018).  


















Die absolute Zahl der CD4+ Zellen im peripheren Blut zeigte keinen signifikanten 
Unterschied im Vergleich aller fünf Gruppen (p = 0,121, Abbildung 14). Die TOL-Gruppe 
(0,70 (0,40-1,08) pro nl) unterschied sich weder von der MIN-Gruppe (0,58 (0,37-1,11);  
p > 0,999) noch von der ST-Gruppe (0,45 (0,07-1,19); p = 0,192), der HD-Gruppe (0,58 















Die übrigen klinischen Laborparameter sind in der Tabelle 13 zusammengefasst. 
Abbildung 13: Absolute Zahl der CD8+ Zellen im peripheren Blut 
(p=0,039).  
Horizontale Linien markieren den Normbereich. 
Abbildung 14: Absolute Zahl der CD4+ Zellen im peripheren Blut 
(p = 0,121).  
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normwertig 11 40 (67,8) 6 (75,0) 8 (72,7) 18 (66,6) 4 (57,1) 4 (66,7) 0,952 
Alle metrischen Daten werden als Median (Minimum-Maximum) und die Normwertigkeit als absolute 
Zahlen (prozentualer Anteil) angegeben, p-Werte für den Vergleich aller Studiengruppen angegeben, 
signifikante Ergebnisse mit * gekennzeichnet, n.v. = nicht vorhandene Daten, n = Anzahl der Patienten, 
CRP = C-reaktives Protein, laborspezifische Normwerte (für gesunde Probanden): 2 Männer 13,5 bis 17,0 
g/dl und Frauen 11,8 bis 15,8 g/dl, 3 3,9 bis 10,5 pro nl, 4 150 bis 370 pro nl, 5 < 0,5 pro nl, 6 1,5 bis 3,0 
pro nl, 7 3,0 bis 6,5 pro nl, 8 0,5 bis 1,2 pro nl, 9 0,3 bis 0,8 pro nl, 10 0,9 bis 2,2 pro nl, 11 < 5,0 mg/l. 
 
 






Die Enzymaktivitäten der ASAT (p < 0,001) und ALAT (p = 0,001) unterschieden sich im 

























Für das Merkmal ALAT zeigten Patienten der REJ-Gruppe (83 (53-151) U/l) erhöhte 
Werte gegenüber den übrigen Gruppen und insbesondere gegenüber den Patienten der 
TOL-Gruppe (29 (14-50) U/l) eine signifikante Erhöhung (p = 0,008). Die Patienten der 
MIN-Gruppe (ASAT: 27 (18-38) U/l bzw. ALAT: 19 (10-33) U/l) und ST-Gruppe (ASAT: 
26 (10-63) U/l bzw. ALAT: 19 (11-70) U/l) fielen dabei durch die geringsten 
Abbildung 15: ASAT-Enzymaktivitäten im Serum (p < 0,001). 





Enzymaktivitäten im Serum auf, während die Patienten der TOL-Gruppe, wenn auch 
nicht statistisch signifikant, höhere ASAT-Werte (versus MIN-Gruppe p = 0,072 bzw. 
versus ST-Gruppe p = 0,084) und auch höhere ALAT-Werte (versus MIN-Gruppe  
p = 0,212 bzw. versus ST-Gruppe p = 0,388) aufwiesen. Die entsprechenden 




(n = 61) 
TOL 
(n = 8) 
MIN 
(n = 12) 
ST 
(n = 28) 
HD 
(n = 7) 
REJ 
(n = 6) 
p-Wert 













normwertig1 54 (88,5) 8 (100) 12 (100) 27 (96,4) 4 (57,1) 3 (50,0) 0,001* 













normwertig2 48 (78,7) 7 (87,5) 11 (91,7) 25 (89,3) 5 (71,4) 6 (100) < 0,001* 













normwertig3 38 (62,3) 5 (62,5) 9 (75,0) 18 (64,3) 4 (57,1) 2 (33,3) 0,542 













normwertig4 46 (75,4) 6 (75,0) 10 (83,3) 21 (75,0) 5 (71,4) 4 (66,7) 0,949 
Bilirubin 














normwertig5 52 (85,2) 6 (75,0) 11 (91,7) 26 (92,9) 4 (57,1) 5 (83,3) 0,149 













normwertig6 55 (90,2) 7 (87,5) 11 (91,7) 25 (89,3) 6 (85,7) 6 (100) 0,920 
Alle metrischen Daten werden als Median (Minimum-Maximum) und die Normwertigkeit als absolute 
Zahlen (prozentualer Anteil) angegeben, p-Werte für den Vergleich aller Studiengruppen angegeben, 
signifikante Ergebnisse mit * gekennzeichnet, n = Anzahl der Patienten, laborspezifische Normwerte (für 
gesunde Probanden): 1 für Männer < 50 U/l beziehungsweise für Frauen < 35 U/l, 2 für Männer < 41 U/l 
beziehungsweise für Frauen < 31 U/l, 3 für Männer 8 bis 61 U/l beziehungsweise für Frauen 5 bis 36 U/l, 4 
für Männer 40 bis 130 U/l beziehungsweise für Frauen 35 bis 105 U/l, 5 < 1,2 mg/dl, 6 70 bis 130 %. 
 
3.3 Frequenz der CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR 
3.3.1 Demethylierung der TSDR  
Es konnten 60 Patienten im Labor hinsichtlich der prozentualen Demethylierung der 
TSDR analysiert werden, da für eine Probe (MIN-Gruppe) die Analyse der CD4+ Zellen 
ohne Ergebnis blieb und somit nicht für die Demethylierungsberechnung berücksichtigt 
werden konnte.  





Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich aller fünf Gruppen, jedoch 
eine Tendenz zu einer erhöhten Frequenz an CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR 
















Dabei unterschied sich die TOL-Gruppe (4,8 (2,9-15,1) %) im direkten Vergleich  
weder von der MIN-Gruppe (4,2 (1,5-20,8) %; p > 0,999) noch von der ST-Gruppe  
(3,9 (1,8-11,5) %; p = 0,424), der HD-Gruppe (4,3 (3,0-7,3) %; p > 0,999) oder der REJ-
Gruppe (4,5 (1,6-14,4); p > 0,999). 
 
3.3.2 Evaluation möglicher Einflussfaktoren 
Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der Frequenz an CD4+ T-Zellen 
mit demethylierter TSDR und möglichen Einflussfaktoren wie dem Alter der Patienten  
(p = 0,659), dem Alter bei der Transplantation (p = 0,696), der Zeit seit der 
Transplantation (p = 0,688), dem Geschlecht (p = 0,709), dem Inflammationsgrad  
(p = 0,837), dem Fibrosestadium (p = 0,472), dem Verfettungsgrad (p = 0,448) und der 




Abbildung 17: Frequenz der CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR 






Bei allen Fortschritten bleibt bisher die limitierte Abschätzbarkeit der individuell idealen 
Immunsuppressionstiefe hinsichtlich erwünschter und unerwünschter Wirkungen eine 
Schwachstelle bei der Betreuung lebertransplantierter Patienten. Hier muss es das Ziel 
sein, den behandelnden Ärzten praxistaugliche Parameter an die Hand zu geben, um 
sich nicht weiter nach dem Trial-and-Error-Prinzip an eine minimal akzeptierte Dosis 
heranzutasten. 
Darüber hinaus vertreten viele Experten die Meinung, dass eine minimale 
immunsuppressive Monotherapie dem kompletten Absetzen der Immunsuppressiva 
überlegen sein könnte, indem sie geringe Nebenwirkungen verursacht, aber 
subklinische Entzündungsreaktionen des Transplantats besser kontrolliert [132, 133]. 
 
4.1 Wahl des Studiendesigns 
Die vorliegende Arbeit untersuchte die klinischen Besonderheiten operational toleranter 
Patienten einschließlich der Frequenz an CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR sowie 
des Transplantatzustands im Vergleich zu Patienten mit stabiler Transplantatfunktion 
unter immunsuppressiver Therapie verschiedener Dosierung und Patienten mit später 
Rejektion. 
Es existiert eine Reihe von Studien, die bereits klinische und experimentelle 
Besonderheiten operational toleranter Patienten ausmachen konnten. Diese Studien 
basierten jedoch regelhaft auf dem Vergleich zu gesunden Probanden oder Patienten, 
bei denen ein Absetzversuch keinen Erfolg zeigte und die daraufhin als „nicht-tolerant“ 
deklariert worden sind [10, 18, 72, 73, 75, 77-87, 92, 95, 134]. Dieses Vorgehen 
erlaubte zweifelsfrei eine gute Trennschärfe, ließ jedoch verschiedene Aspekte außer 
Acht. Eine Betrachtung der Patientengruppe, für die in Zukunft eine Entscheidung 
hinsichtlich des Absetzens der immunsuppressiven Therapie getroffen werden soll, 
erfolgte dabei nicht. Zudem ist bei einem solchen Studiendesign der Einfluss der 
provozierten Rejektionsepisode ebenso wenig auszuschließen wie der Einfluss der 
Immunsuppression, welche bei den „Nicht-Toleranten“ wieder angesetzt wurde [75, 94, 
135]. 
Die Berliner Kohorte erlaubte die praxisnahe Betrachtung von operational toleranten 
Patienten im Vergleich zu Patienten mit stabiler Transplantatfunktion unter 





Es könnten sich unter den Patienten mit Immunsuppression dadurch ebenfalls tolerante 
Patienten befinden. Die Unterteilung nach der Immunsuppressionstiefe ermöglichte 
jedoch, der Frage nachzugehen, inwiefern sich die nach klinischer Erfahrung möglichst 
minimal angesetzte Dosis als Surrogatparameter für ein Toleranzniveau eignet, das 
nicht dichotom, sondern kontinuierlich zwischen den beiden Extremen tolerant und 
nicht-tolerant aufspannbar ist und inwiefern Patienten unter minimaler 
Immunsuppression oder gänzlich ohne Immunsuppression hinsichtlich des 
Transplantatzustandes mehr profitieren.  
Neben der Betrachtung klinischer und laborchemischer Einflussfaktoren auf die 
Immuntoleranz sollte der Einfluss der epigenetischen Modifizierung der TSDR des 
FoxP3-Gens untersucht werden, indem die nTreg durch Messung der FoxP3-TSDR-
Demethylierung mittels Real Time PCR quantifiziert wurden. Diese Methode hat sich im 
Vergleich zu durchflusszytometrischen, immunhistochemischen oder Genexpressions-
Analysen durch die hohe quantitative Präzision als überlegen gezeigt [97, 101, 110, 
117, 121]. 
Wesentliche limitierende Faktoren dieses Studiendesigns stellten die partiell 
retrospektive Datenerhebung sowie die begrenzte Patientenzahl dar. Insbesondere die 
retrospektive Auswertung der Biopsiebefunde zeigte zum Teil erhebliche 
Schwankungen der Qualität und fehlende Daten bei einem Teil der Studienpopulation. 
Es gibt bisher wenige operational tolerante Patienten, die nach einer LTX ohne 
Immunsuppression auskommen. Obwohl nach Möglichkeit operational tolerante 
Patienten im Untersuchungszeitraum vollständig eingeschlossen wurden, blieb ihre 
Zahl gering. Eine Patientengruppe zeichnete sich durch eine stattfindende späte 
Rejektion aus. Daher ist davon auszugehen, dass die gemessenen Blutwerte dieser 
Patienten beeinflusst wurden und zudem ein Teil dieser Patienten vor der Blutentnahme 
eine Steroidstoßtherapie erhielt.  
 
4.2 Diskussion der Ergebnisse 
4.2.1 Demografische Parameter als Prädikatoren operationaler 
Toleranz 
In der vorliegenden Arbeit konnte, bis auf die definitionsgemäß fehlende 
Immunsuppression, kein Alleinstellungsmerkmal der operational toleranten Patienten 





Retransplantationsstatus, des Patientenalters, des Alters bei der Transplantation und 
der Zeit seit der Transplantation identifiziert werden.  
Im Gegensatz dazu nannten ältere Studien das männliche Geschlecht oder die 
fehlende Notwendigkeit einer Retransplantation als toleranzassoziierte Faktoren [10, 
83, 91]. Zudem beschreibt die Literatur eine längere Zeit nach der Transplantation als 
wesentlichen Faktor der Entwicklung von Toleranz [10, 18, 73, 75, 78, 84-87].  
Auch in der Berliner Kohorte konnte für die Patienten nach später akuter Rejektion ein 
kürzerer Zeitabstand seit Transplantation nachgewiesen werden. Jedoch unterschieden 
sich die operational toleranten Patienten nicht von den Patienten unter 
Immunsuppression bei stabiler Transplantatfunktion. Eine Erklärung für die differenten 
Ergebnisse im Vergleich zu den vorgenannten Studien könnte sein, dass sich unter den 
Patienten mit stabiler Transplantatfunktion und immunsuppressiver Therapie auch 
Tolerante befanden, die nicht als solche klassifiziert wurden. Dann wäre jedoch davon 
auszugehen, dass die Patienten unter minimaler Immunsuppression die längste und die 
Patienten unter hochdosierter Immunsuppression eher eine kürzere Zeit seit der 
Transplantation zeigten. Dies war nicht der Fall. Daher liefert diese Arbeit Hinweise, 
dass die Zeit seit der Transplantation vielmehr ein Parameter zu sein scheint, der es 
vermag, Patienten zu identifizieren, die nur sehr vorsichtig von einer hohen Dosis 
reduziert werden sollten und weniger vermag, Patienten zu identifizieren, die eine 
Toleranz aufweisen.  
In der Literatur wird ein höheres Patientenalter ab 60 Jahren [10, 78, 85, 88] und ein 
höheres Alter bei der Transplantation [75] als Charakteristikum operational toleranter 
Patienten beschrieben, während die Berliner Kohorte operational toleranter Patienten, 
wenn auch ohne Signifikanz, im Vergleich zu den anderen Gruppen eher ein jüngeres 
Alter und ein jüngeres Alter zum Zeitpunkt der Transplantation aufwiesen. Sicherlich 
sollten das Alter des Patienten, das Alter bei der Transplantation und die Zeit seit der 
Transplantation in Zusammenschau betrachtet werden, da diese voneinander abhängig 
sind. Denn je jünger ein Patient transplantiert wurde und je älter ein Patient wird, desto 
länger liegt seine Transplantation zurück.  
Daher muss einschränkend in Betracht gezogen werden, dass sich unter den 
operational toleranten Patienten, die in diese Studie eingeschlossen werden konnten, 
eher jüngere Patienten befanden und so gegebenenfalls einen Zusammenhang zur Zeit 





Patientenzahl liegen, dass demografisch keine Unterschiede der operational toleranten 
Patienten aufgezeigt werden konnten. 
 
4.2.2 Einfluss früherer Rejektionsepisoden 
Publizierte Daten zeigten wenige bis keine Rejektionen in der Vergangenheit als 
Charakteristikum toleranter Patienten [18, 75, 86]. Die erhobenen Daten der Berliner 
Kohorte konnten dies nicht eindeutig bestätigen. Vorangegangene Rejektionen 
scheinen eine mögliche Toleranzentwicklung nicht signifikant zu beeinflussen oder gar 
zu verhindern. Ob frühe Rejektionsepisoden im ersten oder späte Rejektionen nach 
dem ersten Jahr post transplantationem den wesentlicheren Einfluss auf den 
Langzeitverlauf haben, wird kontrovers diskutiert. Denn einige Studien zeigten, dass 
insbesondere Rejektionen nach mehr als einem halben Jahr post transplantationem mit 
einem höheren Risiko für ein Transplantatversagen und das Versterben des Patienten 
vergesellschaftet sind [91, 136], während andere Studien für Rejektionen innerhalb 
eines Jahres post transplantationem ein schlechteres Patienten- und 
Transplantatüberleben beobachten konnten [135]. Deshalb wurde bei der Auswertung 
für die Berliner Kohorte zwischen Rejektionsepisoden im ersten und nach dem ersten 
Jahr post transplantationem unterschieden. Patienten der REJ-Gruppe zeigten nicht nur 
zum Zeitpunkt der Studie eine Rejektion, sondern auch im ersten Jahr nach 
Transplantation eine höhere Zahl an Rejektionsepisoden, ohne dass eine eindeutige 
Tendenz signifikant darstellbar war. Aus den Ergebnissen lässt sich ableiten, dass in 
der Berliner Kohorte entweder kein Unterschied zwischen den Gruppen existierte oder 
die Patientenzahl zu gering war, um diesen Unterschied nachzuweisen. Aus diesem 
Grund kann die Frage, ob sich die operational Toleranten durch ihre Rejektionshistorie 
von den übrigen Patienten unterscheiden, mit den vorliegenden Daten nicht 
abschließend geklärt werden. In diesem Kontext ist auch anzumerken, dass die 
Immunsuppressionstiefe, welche über die Gruppenzuteilung entschied, nicht seit 
Transplantation und damit zum Zeitpunkt der Rejektionsepisode bestand. Gleichsam 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass Patienten nach einer einstigen Rejektion eine 






4.2.3 Histologische Befunde und operationale Toleranz 
Zum Zeitpunkt der histologischen Untersuchung konnten bei keinem der Patienten 
Zeichen einer akuten oder chronischen Rejektion beobachtet werden, jedoch fanden 
sich bei einem Teil der Berliner Kohorte diskrete Inflammationszeichen, Fibrosezeichen 
oder eine Verfettung des Transplantatgewebes. Dabei konnten für die operational 
toleranten Patienten keine signifikanten Unterschiede im direkten Vergleich zu den 
anderen Gruppen festgestellt werden. Doch es zeichnete sich ein Trend zu geringerer 
entzündlicher Aktivität im Transplantat bei Patienten mit minimaler Immunsuppression 
ab. Dies deutet an, dass eine minimale Immunsuppressionstiefe dem vollständigen 
Weaning in Hinblick auf die Inflammation überlegen sein könnte. 
In früheren Studien konnte bei einem relevanten Anteil von bis zu 50 % der 
lebertransplantierten Patienten im Langzeitverlauf eine subklinische Entzündung, die zu 
einer Transplantatfibrose bis Zirrhose führen kann, beobachtet werden, ohne dass 
diese Patienten laborchemisch eine Affektion der Leberfunktion aufwiesen [9, 73]. 
Daher betonten verschiedene Autoren die Bedeutung wiederholter Biopsien in der 
Nachbeobachtung lebertransplantierter Patienten [73, 86, 137]. Feng et al. sowie 
Yoshitomi et al. untersuchten jeweils pädiatrische Patienten nach Leberlebendspenden 
und verglichen die histologischen Befunde toleranter Patienten mit denen, die im 
Rahmen eines Absetzversuches eine Rejektion erlitten und wieder eine 
immunsuppressive Therapie erhielten. Feng et al. konnten an einer sehr kleinen 
Kohorte von 12 Toleranten und 8 Patienten mit Immunsuppression sowohl nach zwei 
als auch vier Jahren bezüglich der Transplantatinflammation und -fibrose keinen 
Unterschied zum histologischen Befund des Studienstarts ausmachen [75, 92]. 
Dagegen konnten Yoshitomi et al. zwei Jahre nach vollständigem Absetzen in der 
Biopsie toleranter Patienten eine signifikant ausgeprägtere Fibrose im Vergleich zu 
Patienten unter Immunsuppression nachweisen [138]. Dazu muss einschränkend 
angemerkt werden, dass bei Yoshitomi die beiden Gruppen bezüglich des Alters bei der 
Transplantation nicht vergleichbar waren. Zudem handelte es sich bei beiden 
Studienkohorten um Patienten mit Leberlebendspenden im Kindesalter. Da Kinder mit 
einer weit häufigeren Frequenz einen toleranten Status aufweisen, sind diese 
Ergebnisse von Kindern nicht direkt auf Erwachsene übertragbar [92]. Etwas später 
wurden Arbeiten veröffentlicht, die erwachsene lebertransplantierte Patienten nach 





tolerante Patienten nach 12 Monaten, jedoch nicht mehr nach 36 Monaten, eine 
signifikant stärker ausgeprägte portale Inflammation und Interface-Hepatitis im 
Vergleich zur Startbiopsie identifizieren [10]. Selbst wenn es sich in diesem Fall nur um 
eine transiente Inflammation gehandelt haben soll, zeigte eine Reihe anderer Studien, 
dass sich der Toleranz-Status nicht bei allen Patienten stabil hält, sondern dass immer 
wieder scheinbar tolerante Patienten nach Jahren eine Rejektionsepisode erleben 
können [79, 83, 139]. 
Für die Berliner Kohorte stellte die gefundene entzündliche Aktivität nur eine 
Momentaufnahme dar. Es bleibt unklar, ob es sich dabei um vorübergehende 
Erscheinungen handelt. Doch lassen sich daraus zwei Überlegungen grundsätzlich 
ableiten: Zum einen zeigen diese Ergebnisse das entzündliche Potenzial der 
Transplantate scheinbar operational toleranter Patienten und werfen die Frage nach der 
Favorisierung der minimalen Dosis statt des kompletten Absetzens auf. In weiteren 
Studien könnte mit einer größeren Fallzahl das Outcome der Patienten mit minimaler 
Immunsuppression gegen jenes der toleranten Patienten verglichen werden. Zum 
anderen offenbarten auch die an der Berliner Kohorte erhobenen Daten eine relevante 
Divergenz zwischen den Entzündungszeichen im Gewebe und den 
Entzündungszeichen im peripheren Blut. Obwohl die operational Toleranten in 
Anbetracht der Immunzellzusammensetzung im peripheren Blut vermeintlich weniger 
Anzeichen einer Entzündung präsentierten, konnte die histologische Begutachtung des 
Transplantats selbst das Gegenteil aufzeigen. 
Dies stützt den Hinweis anderer Autoren, dass sich Biomarker im peripheren Blut nicht 
immer auf die Situation im Gewebe übertragen lassen und insbesondere eine 
entzündliche Schädigung des Transplantats momentan einzig durch die Biopsie 
zweifelsfrei ausgeschlossen und überwacht werden kann [73, 86, 137, 140-142]. Bei 
allen Vorteilen der Messungen im peripheren Blut wie der unkomplizierten, 
komplikationsarmen und nicht-invasiven Materialgewinnung, zeigt sich auch ihre 
Unsicherheit hinsichtlich der Übertragbarkeit auf die Situation im Transplantat selbst. 
Daher bedarf es zwingend histologischer Kontrollen bei der Erforschung der 
operationalen Toleranz. Aktuell wird dazu eine große Studie im Vereinigten Königreich 





4.2.4 Allgemeine klinische Laborwerte als mögliche Prädikatoren 
Die Berliner Kohorte operational toleranter Patienten zeichnete sich durch eine höhere 
Zahl zirkulierenden Lymphozyten sowie eine höhere Zahl der CD3+ und CD8+ T-Zellen 
aus. Da die übrigen Patienten unter dem Einfluss einer immunsuppressiven Medikation 
standen, lässt sich dieser Unterschied jedoch durch die fehlende Suppression der 
Lymphozytenpopulationen bei den operational toleranten Patienten erklären [33, 143], 
denn die eingesetzten Immunsuppressiva bewirken letztlich alle eine Hemmung der 
Lymphozyten, insbesondere der T-Zell-Funktion und -Proliferation [30, 60, 61, 66, 67]. 
Die Daten der Berliner Kohorte zeigten, dass alle Patienten, die eine immunsuppressive 
Therapie erhielten, unabhängig von der Dosis vergleichbare Zahlen der Lymphozyten 
und ihrer CD3+, CD4+, CD8+ Subpopulationen aufwiesen. Bereits eine minimale Dosis 
scheint zu genügen, um die Zellzahl um den Bereich der unteren Normgrenze zu 
supprimieren. Hinsichtlich des dosisabhängig steigenden Ausmaßes der 
immunsuppressiven Nebenwirkungen kann dies als Hinweis gesehen werden, eine 
minimale Dosis zu favorisieren und wenn möglich, großzügiger auf eine minimale Dosis 
zu reduzieren.  
 
Granulozyten spielen eine eminente Rolle für die Entzündungsreaktion im Rahmen 
einer Rejektion [7, 15], sodass die Patienten mit akuter später Rejektionsepisode 
erwartungsgemäß eine höhere Zahl zirkulierender Granulozyten im Vergleich zu den 
operational toleranten Patienten aufwiesen. Auch wenn sich letztlich keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den übrigen Gruppen zeigten, war eine höhere 
Granulozytenzahl bei Patienten mit minimaler Immunsuppression im Vergleich zu 
operational toleranten Patienten ersichtlich. Gemessen an dem Entzündungsparameter 
Granulozyten im peripheren Blut sahen operational Tolerante also normwertiger aus als 
die anderen Gruppen. Bei der Betrachtung der unter Immunsuppression stabilen 
Patienten ließ sich eine tendenziell zunehmende Suppression der Granulozyten mit 
steigender Dosis beobachten. Es bleibt ungeklärt, ob es sich hierbei um eine 
myelotoxische Nebenwirkung handelte [30, 62].  
 
Die Blutplättchen besitzen eine essenzielle Bedeutung für die Hämostase. Darüber 
hinaus wurde aber auch eine Bedeutung für Reparaturvorgänge des Gewebes, für das 
Immunsystem im Rahmen von Inflammationsreaktionen und insbesondere T-Zell-





Reperfusionssyndrom in der frühen Phase nach Organtransplantation beschrieben 
[144-147]. Über die Thrombozytenzahl operational toleranter Patienten im 
Langzeitverlauf nach einer LTX finden sich jedoch in der Literatur bisher keine 
Aussagen.  
Die Berliner Kohorte operational toleranter Patienten zeichnete sich durch eine 
statistisch signifikant geringere Zahl zirkulierender Thrombozyten im Vergleich zur 
Standard-Gruppe aus. Inwiefern sich dies zur Identifikation operational toleranter 
Patienten verwenden lässt, sollte an größeren Studien überprüft und in 
Zusammenschau mit anderen Markern evaluiert werden.  
Hintergründe dieser reduzierten Thrombozytenzahl bleiben zu klären. Die Milzgröße als 
möglicher Einflussfaktor wurde in der vorliegenden Arbeit nicht erfasst. In der Literatur 
finden sich Studien zu anderen Organtransplantaten, die auf eine Interaktion zwischen 
Thrombozyten und anderen Immunzellen über Mediatoren wie Interferon-gamma oder 
Thromboxan hinwiesen. So zeigten verschiedene Arbeitsgruppen am Mausmodell, dass 
Rejektionen von Knochenmarks- oder Hauttransplantaten durch Thrombozyten-
vermittelte T-Zell-Aktivierung getriggert werden können [148]. Möglicherweise steht 
demnach die Thrombozytopenie in Zusammenhang mit der Toleranz eines 
Lebertransplantats. Die Übertragbarkeit dieser Erkenntnisse bedarf der Untersuchung 
durch weitere Studien an lebertransplantierten Patienten, wobei auch funktionelle 
Untersuchungen der Thrombozyten durchgeführt werden sollten. 
 
4.2.5 Leberwerte und operationale Toleranz 
Es konnte in früheren Studien gezeigt werden, dass die operational Toleranten nach 
Absetzen der immunsuppressiven Therapie eine stabile Transplantatfunktion aufweisen 
[72, 92, 149, 150]. Eine Studiengruppe konnte nach drei Jahren bei operational 
Toleranten sogar eine signifikant bessere Leberfunktion bezüglich des Bilirubins sowie 
signifikant bessere Leberwerte bezüglich der ASAT, der ALAT, der gGT und der AP 
feststellen [82]. Jedoch unterzogen diese Studien ihre Patienten zuvor einem Weaning, 
um die Toleranten von den Nicht-Toleranten zu unterscheiden, indem eine provozierte 
Rejektionsepisode Letztere demaskierte. Der damit einhergehende Anstieg der 
Leberwerte normalisierte sich unter erneut eingeleiteter immunsuppressiver Therapie 
wieder [9, 72, 78, 81, 92, 134, 149, 150]. Allerdings kann der Einfluss einer solchen 





Operational tolerante Patienten der Berliner Kohorte zeigten kein 
Alleinstellungsmerkmal hinsichtlich der Leberwerte. Erwartungsgemäß besaßen jene 
Patienten, welche zum Studienzeitpunkt eine akute Rejektionsepisode durchliefen, 
erhöhte Enzymaktivitäten der ASAT und ALAT [151]. Obwohl sich kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Gruppen zeigte, konnten im Vergleich zu den operational 
Toleranten geringere ASAT- und ALAT-Enzymaktivitäten bei den Patienten unter 
minimaler Immunsuppression beobachtet werden. Dies weist darauf hin, dass eine 
minimale Immunsuppression möglicherweise sicherer als ein komplettes Absetzen der 
Immunsuppression sein könnte.  
 
4.2.6 Demethylierung der TSDR als Prädikator operationaler Toleranz 
Für die Bestimmung der Frequenz an Treg mittels der TSDR-Demethylierungsmessung 
existieren bisher nur wenig Daten für operational tolerante Patienten nach einer LTX. 
Zuerst konnte bei operational toleranten Patienten nach Nierentransplantation ein 
signifikant erhöhter Anteil an CD4+ T-Zellen mit TSDR-Demethylierung sowohl im 
Vergleich zu Patienten mit stabiler Transplantatfunktion unter Immunsuppression als 
auch im Vergleich zu gesunden Probanden beobachtet werden [104]. Doch lassen sich 
Erkenntnisse von Nierentransplantierten nicht automatisch auf Lebertransplantierte 
übertragen [142]. 
Kürzlich untersuchten Revilla-Nuin et al. die Frequenz der Treg anhand der TSDR-
Demethylierung in einer spanischen Kohorte lebertransplantierter Patienten. Sie 
verglichen 24 Patienten, die im Rahmen von Absetzstudien erfolgreich ihre 
immunsuppressive Therapie beendeten mit 23 Patienten, die im Rahmen von 
Absetzstudien eine Rejektion erlitten und ihre immunsuppressive Medikation wieder 
aufnehmen mussten [87]. Die operational Toleranten zeigten im direkten Vergleich zu 
den Nicht-Toleranten eine signifikant höhere Frequenz an CD4+ T-Zellen mit 
demethylierter TSDR [87]. Dabei bleibt unklar, inwiefern diese Ergebnisse auf die 
Grundgesamtheit der lebertransplantierten Patienten übertragen werden können, da bei 
der genaueren Betrachtung dieser Studienkohorte auffällt, dass ein ungewöhnlich hoher 
Anteil von 92 % der operational Toleranten und 83 % der Nicht-Toleranten männlichen 
Geschlechts war. Die Grundgesamtheit dominieren zwar auch die männlichen 
Lebertransplantierten, das Verhältnis liegt hier aber eher bei zwei Drittel zu einem 





Grunderkrankungen und des Zeitabstands zwischen Transplantation und Weaning-
Start.  
Die an der Berliner Kohorte quantifizierten Anteile der Treg bezogen auf die 
Gesamtzellpopulation der CD4+ Zellen waren hinsichtlich ihres Wertebereichs mit der 
vorbeschriebenen Untersuchung an lebertransplantierten Patienten von Revilla-Nuin et 
al. vergleichbar [87]. Auch die Berliner Kohorte toleranter Patienten zeichnete sich 
durch eine erhöhte Frequenz an CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR aus. Jedoch 
war der Unterschied bei limitierter Patientenzahl statistisch nicht signifikant. 
Interessanterweise zeigten nicht alle operational tolerante Patienten einen hohen oder 
höheren Anteil an Treg bezogen auf die Gesamtzellpopulation der CD4+ Zellen. Dies 
weist darauf hin, dass auch andere Mechanismen existieren müssen, die zu der 
Entwicklung einer Toleranz beitragen. In Hinblick auf das immunologische 
Gleichgewicht sind einerseits eine Limitierung aktivierender immunologischer Faktoren 
und andererseits die Effekte anderer regulatorische Faktoren wie beispielsweise 
gamma-delta-T-Zellen oder tolerogene Mechanismen der hepatischen Mikroumgebung 
denkbar [108, 153]. Zudem erschwerten starke Überschneidungen der Messwerte 
zwischen den Gruppen eine eindeutige Abgrenzung und weisen darauf hin, dass die 
Bestimmung des Anteils an Treg keine alleinige Differenzierungsmerkmal der toleranten 
Patienten sein kann, sondern nur im Verbund mit anderen Markern eine Konklusion 
erlauben kann.  
Insbesondere die Patienten unter minimaler Immunsuppression zeigten auch die 
höchste Streuung. Daher ist zu diskutieren, inwiefern manche Patienten mit sehr hohen 
TSDR-Werten auch ohne Immunsuppression auskommen würden und andere die 
minimale Dosis benötigen, um keine Rejektion zu erleiden. Dies bietet sich an, als 
weiterführende prospektive Studie zu evaluieren. Die weitere Beobachtung der 
Patienten der Berliner Kohorte mit sehr hohem Anteil an CD4+ T-Zellen mit 
demethylierter TSDR oder ihr Einschluss in eine Absetzstudie könnte hinsichtlich der 
Entwicklung eines Toleranzstatus weitere wichtige Erkenntnisse bringen und lässt 
gleichzeitig eine Betrachtung der TSDR-Demethylierung nicht nur als 
Momentaufnahme, sondern im zeitlichen Verlauf zu. 
Die hohe TSDR-Demethylierung der CD4+ T-Zellen bei Patienten mit später Rejektion 
im Vergleich zu den Patienten mit stabiler Transplantatfunktion unter 
immunsuppressiver Therapie könnte partiell durch den Einfluss von Malignomen auf die 





Zusammenhang zu einer höheren Frequenz an Treg hergestellt werden [154-156]. 
Auch für das HCC konnte gezeigt werden, dass der Anteil an Treg mittels Messung der 
TSDR-Demethylierung im Tumorgewebe und im Blut HCC-erkrankter Patienten höher 
ausfällt und zudem bei diesen Patienten ein Zusammenhang zwischen der Zahl der 
Treg und der Mortalität besteht [157, 158]. In der Berliner Kohorte konnte, wenn auch 
ohne Signifikanz, vor Transplantation häufiger ein HCC bei Patienten mit akuter später 
Rejektion beobachtet werden. Grundsätzlich besteht die Hypothese, dass eine höhere 
Frequenz der Treg auch die Tumorgenese fördere, indem sie die Aktivität 
malignomreaktiver T-Zellen inhibieren würde [97, 159]. Zudem könnte bei den Patienten 
mit Rejektion diese gerade dadurch begünstigt worden sein, dass der betreuende Arzt 
die Immunsuppressionstiefe möglichst gering gewählt hat, um das Wiederauftreten des 
HCC oder der viralen Grunderkrankung weniger zu provozieren.  
Ein möglicher Einfluss der immunsuppressiven Therapie auf die Zahl der CD4+ Zellen 
mit TSDR-Demethylierung kann nicht ausgeschlossen werden. In früheren Studien 
wurde bereits ausgeführt, dass einzelne Wirkstoffe spezifische Wirkung auch auf die 
Treg zeigen. So wurde für mTOR-Inhibitoren ein neutraler bis positiver Effekt und für 
Calcineurininhibitoren ein negativer Effekt auf die Zahl und Funktion der Treg 





















5. Schlussfolgerungen und Ausblick 
Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich operational tolerante 
Patienten hinsichtlich der Thrombozytenzahl sowie der Frequenz der CD3+ und CD8+ 
Zellen von den übrigen Patienten unterscheiden. Darüber hinaus fanden sich Hinweise, 
dass auch die Frequenz der CD4+ T-Zellen mit demethylierter TSDR ein geeigneter 
Unterscheidungsparameter sein könnte. Die Daten deuteten aber auch darauf hin, dass 
nicht ein singulärer, sondern eher eine Kombination verschiedener Marker operational 
tolerante Patienten am besten zu identifizieren vermag.  
Hinsichtlich der Immunzellzusammensetzung im peripheren Blut sahen die operational 
toleranten Patienten im Vergleich zu den übrigen Gruppen normwertiger aus und 
zeigten weniger Anzeichen einer Entzündung. Konträr dazu offenbarte die histologische 
Analyse des Transplantats, dass die Patienten unter minimaler Immunsuppression eine 
geringere Inflammation aufwiesen. Auch hinsichtlich der Leberfunktion zeichneten sich 
tendenziell bessere Werte unter der minimalen Immunsuppression ab. Damit deutete 
sich insgesamt an, dass eine minimale Dosis dem Weaning in Hinblick auf den 
Transplantatzustand überlegen sein könnte und das komplette Absetzen der 
Immunsuppression als priorisiertes Ziel kritisch überdacht werden sollte.  
Um dies endgültig zu belegen, sind weitere Untersuchungen an größeren Kohorten 
notwendig. Zudem sollten weitere epigenetische Faktoren in Betracht gezogen werden, 
um noch detaillierter die Immunzellzusammensetzung im Blut operational toleranter 
Patienten nach einer LTX charakterisieren zu können. Die weitere Beobachtung der 
Berliner Kohorte unter Hinzunahme detaillierter Analysen der Immunzellpopulation 
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Toleranz befindet sich in Planung. Ein weiterer 
Einschluss operational toleranter Patienten wäre dabei sinnvoll und beispielsweise 
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